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TEIL |

Blutvolumen- und Ery-Vita-Bestimmung
mit *Cr-markierten Erythrozyten

EINLEITUNG

Die Bestimmung von Volumina und Umsatzraten im Stoffwechsel mit
Hilfe von Indikatoren wurde durch die Einfiihrung der Radionuklide zu einer
sehr genauen und relativ einfachen Methode, die wertvolle Informationen
liefern kann. Schon kurz nach der ersten Anwendung der Radionuklide in der
medizinischen Forschung durch v. HEVESY machten HAHN et al. die ersten
hamatologischen Untersuchungen mit Fe [87, 88]. Die Markierung von
Erythrozyten mit 51Cr wurde 1950 von GRAY und STERLING eingefiihrt [78,
79, 182]. Bald wurden beide Radionuklide simultan zur einer hamatologischen
Untersuchung eingesetzt, flir die GIBLETT et al. die Bezeichnung
« Erythrokinetics » pragten [66]. Die herkémmliche Erythrokinetic-Methode
ist recht umstandlich und gewdhrt nicht einmal die grdsstmdgliche
Information, wie sie durch Anwendung des Modells von POLLYCOVE mdglich
ware [153, 157]. Die von PoLLYCOVE vorgeschlagene Methode bietet
allerdings soviel zusétzliche Schwierigkeiten, dass sie noch weniger als
Routinemethode brauchbar ist.

Die vorliegende Arbeit hat nun als Zielsetzung, die Methode
der erythrokinetischen Untersuchung so zu vereinfachen, dass sie
bei Verwendung des Modells von POLLYCOVE als Routinemetho-
de brauchbar ist, grosstmdgliche Informationen zu liefern. Dabei
werden die einzelnen Schritte, aus denen sich die Untersuchung
zusammensetzt, getrennt erldutert, die Versuche zu ihrer Verbes-
serung geschildert und im Vergleich mit der Literatur diskutiert.
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BLUTVOLUMEN-BESTIMMUNG MIT 5CR-ERYTHROZYTEN

THEORETISCHE GRUNDLAGEN.

Die Blutvolumen-Bestimmung erfolgt nach dem Verdinnungsprinzip.
Dem unbekannten Volumen wird eine bestimmte Menge eines Indikators |
zugesetzt. Nach vollstdndiger Durchmischung wird eine kleine Probe
entnommen und ihre Indikatorkonzentration i bestimmt. Das Volumen er-
rechnet sich dann nach der Formel (1).

Vmi]= - 1

Die Genauigkeit der Volumenbestimmung héangt also von der Genauigkeit
ab, mit der die in das Volumen gebrachte Indikatormenge und seine Kon-
zentration nach Vermischung gemessen werden kann. Fehlerquellen liegen
vor allem in einer unvollstdindigen Durchmischung und in einer Abwan-
derung von Indikator aus dem Volumen vor der Probenentnahme.

Bei der Blutvolumen-Bestimmung stehen grundsatzlich zwei Mdglich-
keiten offen:

Entweder man injiziert einen Indikator, der sich nur in Plasma verteilt
oder einen an die Erythrozyten gebundenen, der also das Erythrozyten-
Volumen ergibt, und errechnet das komplementéare Volumen mit Hilfe des
Hé&matokrits. Selbstverstandlich kann man auch mit zwei Indikatoren Plasma-
und Erythrozyten-Volumen simultan bestimmen oder das Gesamtvolumen
mit e_inem Indikator, der sich beliebig zwischen Erythrozyten und Plasma
verteilt.

An den Indikator miissen folgende Anspriiche gestellt werden:

Er muss

1. mdglichst physiologisch und fiir den Patienten unschadlich sein,

2. eine grosstmdgliche Verweilzeit in der Blutbahn besitzen,

3. leicht applizierbar sein,

4. mit geringstem messtechnischem und zeitlichem Aufwand ein mdglichst
genaues Ergebnis liefern,

5. billig und leicht zu beschaffen sein.

Zur Bestimmung des Plasma-Volumens wurden Farbstoffe (z.B. Evans
Blue, T-1824) oder mit Radionukliden markierte Eiweil3e verwendet (z.B. mit
51CrClz markiertes Plasma oder, besonders verbreitet, 131J-markiertes Human-
Albumin) (AusT et al. [3], BARTOLOMEI et al. [6], BERSON and YALOW [14],
CHAPIN and Ross [30], CRISPEL et al. [36], ERICKSON et al. [51], FIELDS et al.
[55], FRANK and GRAY [61], FRIENKEL et al. [62], GIBSON et al. [67, 69], GRAY
and FRANK [77], GREGERSON et al. [82, 83], HARRIS and GIBSON [95], HLAD
and TANz [106], McComBs and LAWRENCE [137], NACHMANN et al. [144],
PRICE and LONGMIRE [159], SCHULTZ et al. [169], SEED et al. [172], SMITH et
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al. [177], SMOLIK et al. [178], STEINBECK [180], STORAASLI [183], VEREL [195],
WASSERMANN et al. [201]. Alle diese Stoffe haben den entscheidenden
Nachteil, daB sie sich recht schnell mit dem Lymphraum, dem extrazellularen
Raum und z.B. in pathologischen Fallen mit Oedem- und Ascites-
Flissigkeiten ins Gleichgewicht setzen (BERSON et al. [15], GITLIN [71],
GREGERSON and RAWSON [83], NOBLE and GREGERSON [147]).

Schon bald war man bestrebt, die korpuskularen Anteile des Blutes zu
markieren. Die Indikatoren CO, 42K, Thorium B, 59Fe, 8Rb und 32P hieten
entweder meRtechnische Schwierigkeiten oder verlassen den Erythrozyten
relativ rasch (BERLIN et al. [10, 11, 13], BERSON et YALOW [14], GIBSON et al.
[69], GRAUL und HESss [75], HAHN et al. [90], v. HEVESY et al. [102, 103, 104],
MEENLY et al. [139], MOLLISON et al. [141], NACHMANN et al. [144], NOMOF
et al. [148], ReVE and VEALL [163], SCHWAIGER und SCHMEISSER [170], SMITH
et al. [177], TuDHOPE and WILSON [192], WALLER und SCHMIDTS [198],
WASSERMANN et al [201], YALOW and BERSON [206]).

GRAY und STERLING haben entdeckt, dall die Erythrozyten eine geringe
Menge Chrom enthalten (ca. 20 pg/100 ml) und bei Inkubation mit
Nay51CrO, weiteres Chrom aufnehmen. Sie konnten zeigen, da Chrom in
seiner sechswertigen Form die Erythrozyten-Membran durchdringen kann.
Im Erythrozyten wird es dann zur dreiwertigen Form reduziert, die vom
Globin des Hamoglobins gebunden wird (GRAY and STERLING [78, 79],
STERLING and GRAY [182], s. auch ScHMIDT [167]). Die Aufnahme des
Chroms geht relativ schnell vonstatten; sie erreicht bei 37° C in 5 min ca.
60 %, bei Zimmertemperatur denselben Wert in ca. 15 min. Die Grosse des
Einbaus ist proportional zum Hamatokrit, also im Erythrozytenbrei optimal
(Bock et al. [19]), MOLLISON and VEALL [142]). Leicht saures pH beglnstigt
die GroRe und die Geschwindigkeit des Einbaus wesentlich. Hier hat sich am
besten ACD-Puffer bewahrt (Acid. citr. 0,5 g %, Na citr. 1,4 g %, Dextrose
1,5 g %, pH 5,1) (BRANTE [27], MOLLISON and VEALL [142], NECHELES et al.
[146], OWREN et al., [149]). Nach Vollblutmarkierung und einmaligem
Waschen der Erythrozyten nach der Bebriitung betragt die Aktivitdt des
ungebundenen 51Cr nur noch ca. 0,5 % der Erythrozyten-Aktivitat; die
Erythrozyten sind also injektionsfertig. Bei Bebriitung des Erybreies
]gm%fiﬁhlt sich zweimaliges Waschen, da die Waschwirkung des Plasmas
ortfallt.

Nach Injektion haben die Erythrozyten und das 51Cr in ihnen eine grosse
Verweilzeit. Uber Stunden dndert sich die Aktivitat praktisch nicht und fallt
innerhalb des ersten Tages nur um ca. 2 %. Diese Beobachtung bestatigten
SMOLIK et al. [178]. Den Friihabfall (ca. 10 %) innerhalb des ersten Tages, den
DONOHUE et al. beschreiben, konnten wir nicht beobachten [39].

51Cr erfullt die oben gestellten Anforderungen an einen Indikator zur
Blutvolmen-Bestimmung so optimal, dass seine Anwendung weite Ver-
breitung gefunden hat (BERLIN et al [9], BocK et al. [19, 20, 21], CRAWFORD
and DE GRUCHY [35], DONOHUE et al. [38], GEHRMANN [65], GIBLETT et al.
[66], GRAY and STERLING [79], GUNTON and PAuUL [85], v. HEVESY [101],
HUFF and FELLER [111], MOLLISON and VEALL [142], NOMOF et al. [148],
PRENTICE [158], READ [160], REILLY [164], SCHMIDT [167], STERLING and
GRAY [182], WADSWORTH [197], WEINSTEIN and BEUTLER [202]).
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Es wurde vorgeschlagen, bei jeder Markierung einen Teil des markierten
Erythrozyten zu zentrifugieren und die Aktivitat des Uberstandes bei de
Volumen-Bestimmung zu berlicksichtigen. Der Fehler von ca. 0,25 %, de bei
der Vernachlassigung der freien Aktivitat auftritt, steht aber in keinem
Verhéltnis zum Gesamtfehler der Methode, so daf seine Vermeidung den
Aufwand nicht lohnt.

PRAKTISCHE DURCHFUHRUNG.

Fir eine einfache Blutvolumen-Bestimmung ergibt sich fol-
gender Arbeitsgang:

Entnahme von 8 ml Patientenblut, das in einem Zentrifugen-
glas mit 2 ml ACD-Puffer vermischt wird. Dann werden etwa
20 uC Naz*1Crg  zugesetzt. Nach grundlichem Vermischen wird
das Blut 30 min. bei 37° C inkubiert.

Anschliessend wird 15 min. bei 1700 g zentrifugiert und das
Plasma abpipettiert. Es werden 20 ml einer kalten physiologi-
schen Kochsalzlosung (4° C) zugesetzt und griindlich gemischt.
Es wird wie oben zentrifugiert und die Waschflissigkeit abpipet-
tiert. Danach wird das abgezogene Plasma durch physiologische
Kochsalzlésung ersetzt und griindlich gemischt. 0,1 ml des 51Cr-«
Blutes » werden mit 9,9 ml aqua dest. verdiinnt. 1 ml dieser 1:100
Verdunnung dient als Standard. Reinjektion einer genau abgemes-
senen Menge des 51Cr-Blutes. Selbstverstandlich muss von der
Entnahme bis zur Reinjektion des Blutes steril gearbeitet werden.

Bei pathologischen Kreislaufverhéltnissen (z. B. Vitien,
dekompensierte Herzinsuffizienz, Polycythdmie) kann die Zeit bis
zur vollstandigen Durchmischung erheblich verlangert sein (15-
20 min.) (v. HEVESY [101], NOBLE and GREGERSON [147]). Des-
halb entnimmt man am besten 30-90 min. nach der Injektion aus
einer Vene des anderen Armes ohne Stauung eine Blutprobe von
ca. 2 ml, die auf zwei Messglaschen verteilt und auch zur
Hamatokrit-Bestimmung benutzt wird (Mehrfachbestimmung!).
Wir verwenden die Hadmatokrit-Methode nach van ALLEN. Die
Réhrchen werden 55 min. bei 1700 g (am Boden des Réhrchens)
zentrifugiert. Das in der Ery-S&ule eingeschlossene Plasma

() Wir beziehen das Na51CrOy in steriler isotonischer Lésung mit pH 5,4 und
einer spezifischen Aktivitat von ca. 100 uC/pg von Amersham, Great Britain.
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betragt innerhalb des tblichen Hamatokrit-Bereiches ziemlich
konstant ca. 2 % und wurde vernachldssigt (CHAPIN and RoOss
[30], CHAPLIN and MOLLISON [31], VASQUEZ et al. [194]).
Die Berechnung des Erythrozyten-Volumens EV erfolgt nach
der Formel (2).
I, " Verd.” V,; " 8

- | 100 (2)
Mittelwert d. Blutproben

I = Impulsrate von 1 ml Standard
Verd. = Verdiinnungsfaktor, hier 100
Vi = Injiziertes Volumen

Hk = Hamatokrit als Fraktion von 1

Das Gesamtblut-Volumen BV errechnet sich aus Gleichung
(3), wobei 0,91 der Umrechnungsfaktor des venosen auf Gesamt-
korper-Hamatokrit ist (CHAPLIN et al. [33]), und das Plasma-Volu-
men aus der Differenz von Gesamtblut- und Erythrozyten-Volu-
men [Gleichung (4)].

_ EV’ 100
Htk~ 0,91

PV =BV - PV (4)

BV ©)

Das folgende Beispiel ) soll die Berechnung veranschaulichen.

Name: A. H. ; Alter: 42 J.; Grosse 1,78 m; Gewicht: 99 kg; Hb: 90 %;
Ery: 4,1 Mill./mms,

Diagnose: Dekompensierte Herzinsuffizienz.

Injektion von 10 ml 51Cr-Eythrozyten.

Standard 1:100 Iml 4290 1/ Nulleffekt: 83 1/
-NE 4207 1/
Blutprobe: 1. Teil 0,598 ml 419 1/ =562 1/' /ml
-NE 336 1/
2. Teil 1,029 ml 6351/
-NE 552 1/' =537 1/' /ml
Mittel =550 1/' /ml

() Die Blutvolumenbestimmungen erfolgten ebenso wie die Messungen der
S1Cr-Ery-Vita und des Eisenstoffwechsels in enger Zusammenarbeit mit den Herren
Prof. Dr. H. E. Bock und Doz. Dr. H. Nieth (Med. Univ. klinik Marburg, Direktor:
Prof. Dr. H. E. Bock). Fir wertvolle Anregungen und Unterstlitzung sei an dieser
Stelle gedankt.
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Hamatokrit: 37 % Norm
v = 4207 1055(1)00 037 _ 2830 ml = 28,6 mikg 24 mi/kg
- 2830 100 _ o105 mi = 84,9 mikg 64 mi/kg

377 0,01
PV =8405- 2830 = 5575 ml = 56,3 mi/kg 40 mi/kg

Befund: Bei einem Erythrozyten-Volumen an der oberen Grenze der Norm
erhohtes Plasma- und Gesamtblutvolumen.

HOMOLOGE SCHNELLMETHODE (MIT BLUTKONSERVE).

Die obige Methode ist trotz ihrer Einfachheit noch zu zeit-
raubend, um fur Notfélle und umfangreiche Routinebestimmun-
gen brauchbar zu sein. Gerade bei Notfallen ist aber eine Blutvo-
lumenbestimmung sehr wichtig, da Hb und Ery-Zahlen keinen
Hinweis auf die Grosse eines akuten Blutverlustes geben. Er kann
nur aus dem Kreislaufverhalten grob abgeschétzt werden. Dieses
Anwendungsgebiet ist bisher die Domdne der Plasmavolumen-
Bestimmung mit 131J-Human-Albumin.

Um dieselbe Einfachheit und Schnelligkeit zu erreichen, muss
man einen Vorrat markierter, gewaschener Erythrozyten schaf-
fen, der jedem Individuum sofort injiziert werden kann (SMOLIK
et al. [178]). Dazu wurde eine Blutkonserve der Gruppe 0, rh neg.
(d) markiert. Die markierte Blutkonserve kann mindestens eine
Woche verwendet werden, ohne dass eine wesentliche Hamolyse
bei der Lagerung oder nach Reinjektion vor der Probenentnahme
eintritt, wenn die Erythrozyten sehr schonend bei der Markierung
behandelt werden und absolute Sterilitat eingehalten wird.

Das Absaugen des Plasmas und der Waschflissigkeit geschieht durch
Punktionskantlen, 150 mm lang und 2 mm @, die Uber einen Schlauchkonus
an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen und langsam durch den
Gummistopfen der Konservenflasche vorgeschoben werden. Auf die Luft-
kanule wird ein Wattefilter aufgesetzt, um Luftkeime zuriickzuhalten. Es
empfiehlt sich, die Wasserstrahlpumpe nur schwach ziehen zu lassen. Das
Zentrifugieren erfolgt in einer Christ-Zentrifuge 20 min. bei 1500 g. Zwi-
schen Konservenflasche und V.A-Becher der Zentrifuge wird Wasser gefullt,
um die Belastung des Glases herabzusetzen. Als Waschflussigkeit dient
physiologische Kochsalzlésung pro infusione, steril und pyrogenfrei.

Von dieser Markierung wird einmal mit 0,1 ml eine 1:100 Verdiinnung
angesetzt. 1 ml davon wird als Standard bei jeder Blutvolumen-Bestimmung,
die mit dieser Charge vorgenommen wird, mitgemessen. Man erspart sich
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dadurch jede Korrektur auf Zerfall des Radionuklids und Schwankungen der
Messapparatur. Die 10 ml-Spritzen werden in der Abteilung fir
Strahlenbiologie und Isotopenforschung abgefllt und verschlossen auf die
Stationen getragen. Als Verschluss bewahrten sich Kaniilen, die etwa 10 mm
vor dem Konus abgezwickt und zugequetscht wurden.

Die Gefahren einer homologen Transfusion belasten auch
diese Methode. An erster Stelle steht die Serumhepatitis. Unstim-
migkeiten in Blutgruppen-Systemen ausser ABO und Rh und in
ABO- und Rh-Untergruppen spielen eine untergeordnete Rolle.
Bei Rh-negativem (d) Blut besteht noch die Mdglichkeit eines
erhdhten Titers C oder E (cdE, CdE, Cde). Die Gefahren werden
dadurch verringert, dass der Blutbank fiir die relativ seltene, aber
oft benotigte Gruppe 0 rh-neg. meist ein zwar kleiner, aber zuver-
lassiger und gut bekannter Spenderstamm zur Verfugung steht.
Bis einmal die Immunisierung gegen Hepatitis méglich sein wird,
bleibt die Anwendung markierten Konservenblutes auf Notfalle
beschrankt, bei denen ohnehin meist eine Transfusion ange-
schlossen wird.

AUTOLOGE SCHNELLMETHODE (MIT IONENAUSTAUSCHER).

Als Schnellmethode wurde vorgeschlagen, ACD-Puffer und Naz5iCrO4
in eine Spritze zu fillen und Patientenblut dazuzuziehen. Nach kurzer
Inkubationszeit (5-10 min.) wird durch Aufziehen von L-Ascorbinsdure das
Chrom reduziert, um nach Reinjektion eine in-vivo-Markierung durch das
ungebundene Chrom zu vermeiden (READ [160]). Das reduzierte Chrom
kann die Erythrozytenmembran nicht mehr durchdringen und markiert die
Plasma-Proteine. Eine genau abgemessene Menge wird reinjiziert und von
einem zuriickbehaltenen Rest ein Standard angesetzt und die Aktivitat des
Plasmas bestimmt. Nach Durchmischung im Kreislauf muss ausser der
Indikatorkonzentration des Vollblutes auch die des Plasmas gemessen
werden. Diese Aufarbeitung der Messproben raubt aber wieder einen grossen
Teil der Zeit, die man durch Einsparung der Waschung gewonnen hat.
Verzichtet man auf diese Aufarbeitung, ist auch eine Blutvolumenbestim-
mung moglich. Bei der Probenmessung ist die Verteilung des Tracers zwi-
schen Erythrozyten und Plasma an sich gleichgiltig, solange die Probe
reprasentativ fir das Gesamtvolumen ist. Aber die Unkenntnis des Anteils
der markierten Plasmaproteine bringt schwer tibersehbare Fehler durch ihren
Abstrom in den extravasalen Raum.

Um patienteneigene Erythrozyten zu einer Schnellmethode
verwenden zu kdnnen, entschlossen wir uns, zur Entfernung des
ungebundenen Chroms einen lonenaustauscher zu benutzen. Auf
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friheren Erfahrungen bei der Reinigung 131J-markierter Plasma-
proteine von ungebundenem Jod fussend wurde die dabei be-
wahrte Methode von MCFARLANE [138] auch hier erprobt. Wir
sehen uns bei der Praparation des lonenaustauschers drei Forde-
rungen gegenibergestellt:

1. Die Erythrozyten sollen den lonenaustauscher ohne Anwen-
dung grosseren Drucks leicht und ohne mechanische Alte-
ration passieren.

2. Der osmotische Druck und das pH durfen nicht tber die phy-
siologischen Grenzen hinaus verandert werden.

3. Das Blut muss nach Passage des Austauschers steril und pyro-
genfrei sein.

4. Das ungebundene 5:CrO4%--lon soll moglichst quantitativ ent-
fernt werden.

Da die Methode besonders zeitsparend sein soll, miissen noch
folgende Gegenséatze auf einen optimalen Kompromiss gebracht
werden: Zur Einsparung von Radionuklid sollte das lonenaustau-
scher-Saulenvolumen maglichst klein gehalten werden. Je grosser
dagegen das S&ulenvolumen, desto schneller kann das Blut hin-
durchstromen ohne Verminderung des lonenaustausch-Effektes.

Nach grundsatzlicher Erprobung der Methode an einer Séule
mit 5 ml Harzvolumen wurde fiir den Routine-Gebrauch folgen-
de Anordnung entwickelt:

Verwendbar ist jeder stark basische Anionenaustauscher
durchschnittlicher Vernetzung (8% DVB) mit einer Siebzahl
zwischen 20 und 50 mesh, wie z. B. Amberlite IRA 400, Dowex 2
(8% DVB), Doulite A-101 D, Merck I11. Ist man zur Sterilisation
Im Autoklaven gezwungen, ist Dowex 2 wegen seiner Tempera-
turfestigkeit bis 150° C in der CI-Form vorzuziehen. Nach zwei-
stiindigem Quellen in aqua dest. wird der lonenaustauscher durch
Aufschwemmen in konzentrierter NaCl-Losung mit Cl-lonen be-
laden. Nach einer Stunde wird der lonenaustauscher zweimal mit
aqua dest. und einmal mit 0,9 g % NaCl-Ldsung und 3,8 g % Na-
citr.-Losung (Verhéltnis 5:1) aufgeschwemmt. Der Austauscher
wird dann durch Sog in einen 200 mm langen, durch einen Glas-
wollpropf abgeschlossenen PVC-Schlauch von 2,5 mm lichter
Weite und 0,5 mm Wandstérke eingeftllt. Die fertige Sdule erhélt
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als Abschluss auch auf der anderen Seite einen Glaswollpropf
und wird durch Stopfen (Rekord-Konus) oder fir l&ngere Aufbe-
wahrung durch Zuschmelzen verschlossen. Bei starrem Schlauch-
material ist die lichte Weite entsprechend grosser zu wahlen, so-
dass der Schlauch auf einem Rekord-Konus festsitzt. Fir Dampf-
sterilisation ist auf genligende Warmefestigkeit zu achten. Die fer-
tige Sdule wird entweder im Autoklaven oder durch Bestrahlung
sterilisiert. Fehlen fur diese Methoden die technischen Vorausset-
zungen, kann man zur chemischen Sterilisation greifen. Dazu
lasst man den lonenaustauscher in 3 N-Natronlauge quellen und
beladt ihn nach dem Auswaschen der Natronlauge durch 3 N-
Salzsdure, worauf die oben geschilderte Préparation fortgesetzt
wird. Die verwendeten Flussigkeiten und Gerdte missen natir-
lich steril und pyrogenfrei sein, was sich auch bei den tbrigen
Sterilisationsverfahren fur die Chlorid-Citrat-Mischung empfiehilt.

Die beschriebene S&ule ist fur einen Durchsatz von 2 ml Voll-
blut in 200 sec. berechnet und hat ein Totvolumen von ca. 0,3 ml,
also 15 %. Unter diesen Bedingungen wird das ungebundene
Chromat praktisch quantitativ entfernt. Nach Passage der Séule
befinden sich ca. 93 % der Aktivitat in den Erythrozyten und ca.
7 % im Plasma. Bei der Aktivitat im Plasma handelt es sich um
Chrom, das durch reduzierende Substanzen im Blut zur 3-werti-
gen Form reduziert und dann von den Plasmaeiweissen gebunden
wurde. Der bei Verwendung dieser Markierung durch den Ab-
strom der Plasmaeiweisse in den extravasculdren Raum auftre-
tende Fehler betrdgt nur noch ca. 7 % des Fehlers bei ausschliess-
licher Verwendung von markierten Proteinen (wie z.B. 51Cr-
markiertem Plasma oder 131J-Humanalbumin). Er ist auch noch
betrdchtlich geringer als der Fehler, mit dem die oben erwadhnte
Methode von READ [160], bei Verzicht auf getrennte Messung
des Plasmas belastet ist. Ein weiterer Vorteil ist die Behandlung
des Blutes in einem geschlossenen System, wodurch Verunreini-
gungen durch Staub und Luftkeime ausgeschlossen sind.

Gegentiber der (blichen Methode der 51Cr-Markierung ist es
moglich, die Zeit zwischen Blutabnahme und Reinjektion, die
vorher mindestens 90-120 min. betrug, bis auf 10 min. herabzu-
driicken. Dabei wird folgendermassen vorgegangen: In eine 2 mi-
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Spritze werden zu 04, ml ACD-Puffer und 50 uC 5'Cr 1,6 ml Blut
gezogen. Durch leichtes Umwenden der Spritze wird der Inhalt
gemischt. Nach 5 min. Inkubationszeit wird die Spritze an das
eine und eine leere Spritze an das andere Ende der Austauscher-
sdule gesetzt. Nun wird das Blut in 200 sec. mdglichst gleichmas-
sig durch die Sdule gespritzt. Es schliesst sich die ubliche
Methode der Blutvolumen-Bestimmung an, wobei die Verdin-
nung des Standards 1:1000 betrdgt (0,1 ml Blut auf 100,0 ml mit

ABB. 1

Mikrophoto zum GroRenvergleich zwischen den Kunstharz-
Kornern des lonenaustauschers und den  Erythrozyten.
Abbildungsmassstab: etwa 1: 280.

aqua dest. auffullen). Besonders vorteilhaft ist die Verwendung
dieser Methode zusammen mit der vollautomatischen Mess- und
Rechenapparatur Volemetron . Die Verwendung von Plastik-
spritzen zum Einmalgebrauch spart die Dekontaminierung.
Dabei kann es allerdings notig werden (wenn kein Volemetron
zur Verfligung steht) bei manchen Typen das injizierten VVolumen
durch Wadgung der Spritze vor und nach Injektion (und Ber(ck-
sichtigung des spezifischen Gewichtes des Blutes!) zu ermitteln.

(*) Fa. Atomium
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Der Materialwert der Austauscherséule betragt nur einige Pfen-
nige, sodass sich eine Regeneration und Dekontamination nicht
lohnt und ein einmaliger Gebrauch wirtschaftlicher ist.

Die Abb. 1 demonstriert den Grossenunterschied zwischen
einem grossen Kunstharzkorn des lonenaustauschers und den
kleinen Erythrozytenscheibchen. Es leuchtet ein, dass auch in
einer enggepackten Séule die Zwischenrdume zwischen den Kor-
nern so gross sind, dass das Vollblut ohne nennenswerten Wider-
stand passieren kann. Die mechanische Beanspruchung der Ery-
throzyten beim Vorbeistromen an der glatten Harzoberflache ist
wohl bedeutend geringer als die « Stauchung » bei zweimaligem
Zentrifugieren je 15 min. bei 1700 g. Osmotischer Druck, pH
und Citrat-Konzentration bleiben unverdndert. Fir die Markie-
rung von Erythrozyten eines Patienten mit einem hamolytischen
Ikterus zur Bestimmung der 51Cr-Ery-Vita ist die schonende
lonenaustauscher-Methode besonders indiziert. Die genannten
Vorteile sprechen dafir, diese Schnellmethode nicht nur in
Notféllen, sondern auch fiir die Routinebestimmung einzusetzen.

SICR-ERY-VITA

DIE EINFUHRUNG DER RADIONUKLIDE IN DIE ERYTHROZYTEN —
LEBENSZEIT — BESTIMMUNG.

Die Verwendung markierter Erythrozyten zur Blutvolumen-Bestimmung
gestattet gleichzeitig die Bestimmung einer weiteren hamatologisch sehr
interessanten Grosse, der Erythrozyten-Lebenszeit. Zuvor war ihre Ermitt-
lung nur mit der von ASHBY entwickelten Technik [1, 2] mdglich. Nach
Transfusion von mind. 500 ml gruppenungleichen, aber vertraglichen Blutes
(besonders der Systeme ABO und MN) wird in regelmassigen Zeitabstanden
eine Blutprobe mit Antiserum gegen die Spenderblutgruppe in eine Ery-
Zahlpipette aufgezogen und die agglutinierten Erythrozyten gezahlt. Tragt
man die erhaltenen Zahlen als Ordinate gegen die Zeit als Abszisse auf, so
erhdlt man eine Gerade, die ungefahr bei 120 Tagen die Zeitachse schneidet
[Bock et al [18], EvANs et al. [52, 53], CHAPLIN and MOLLISON [32], HURLEY
and WEISMANN [116], HYMANN et al. [117], MILLS [140]).

Die Vorteile, die die Anwendung eines Radionuklids zur Bestimmung der
Erythrozyten-Lebenszeit bringt, liegen auf der Hand: Es ist die Verwendung
patienteneigener Erythrozyten mdglich; grossere Genauigkeit bei geringerem
Aufwand, denn 1000 Impulse sind leichter (automatisch) zu zdhlen als 1000
agglutinierte Erythrozyten; die benétigten Indikatormengen kénnen in einem
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wesentlich kleineren Volumen appliziert werden, die zur AsHBY-Methode

benétigten Antiseren sind teuer und stehen nur in kleinen Mengen zur

Verfligung.

Das Radionuklid (bzw. seine chemische Verbindung), das zur Markierung
der Erythrozyten dient, muss bei einer Lebenszeit-Bestimmung folgende
Bedingungen erflillen:

1. Es darf die Lebenszeit der markierten Erythrozyten nicht verandern.

2. Seine Halbwertszeit soll nicht kleiner sein als die Beobachtungszeit
(Ublicherweise, bis etwa die Halfte der markierten Erythrozyten
verschwunden ist).

3. Es soll den Erythrozyten erst nach seiner Zerstdrung verlassen.

4. Bei intravasaler Hamolyse muss der Indikator mdglichst rasch aus der
Blutbahn eliminiert werden.

5. Das Radionuklid darf nach seiner Freisetzung nicht wieder in neugebildete
Erythrozyten eingebaut werden.

(6. Es muss eine g-Strahlung emittieren, um Oberflichenmessungen zu
ermoglichen).

Als weitere Forderung wird zwar noch genannt, dass der Indikator nach
Zerstérung der Erythrozyten aus dem Kdrper ausgeschieden wir. Das hétte
den Vorteil, dass man ohne Blutentnahme allein durch Messung der
Gesamtkorper-Aktivitat die Vita-Kurve ermitteln kénnte. Aber es hatte den
Nachteil, dass man nicht mittels Oberflichenmessung die Bedeutung
einzelner Organe flir den Abbau der Erythrozyten determinieren kdnnte. Das
ermdglicht erst ein Radionuklid, das am Ort des Hamoglobin-Abbaus eine
gewisse Verweilzeit besitzt.

Zu den ersten Lebenszeit-Bestimmungen mit Nukliden wurden S55Fe,
59Fe, 15N und 4C benutzt (GIBSON et al. [68], LONDON et al. [134], LOUTIT
[135], PIHA [152], SHEMIN and RITTENBERG [174],). Diese Nuklide haben vor
allem den Nachteil, dass sie nach der Zerstorung des Hamoglobin-Molekiils
wieder in neu gebildete Erythrozyten eingebaut werden. Eine Lebenszeit
kann daher nur gemessen werden, wenn die Einbaurate pathologisch
verringert ist. Man erhélt dann eine deutliche Senke im Plateau der Indikator-
Konzentration in den Erythrozyten, wenn das Gros der nach einmaliger
Gabe des Nuklids gleichzeitig markierten Erythrozyten das Ende ihrer
Lebenszeit errecht hat (BERLIN et al. [12], POLLYCOVE et al. [153, 155]). Im
Abschnitt « Messmethodik, Oberflachenmessung » (Teil 111) wird mit
Abb. 20 eine eigene Beobachtung dieser Art demonstriert.

Eine weitere Methode geben BORUN et al. an [22]. Ausgehend von der
Tatsache, dass das spezifische Gewicht der Erythrozyten mit dem Alter
zunimmt, bestimmten sie nach Gabe von 59Fe die Aktivitdt am Boden, in der
Mitte und an de Oberfliche der zentrifugierten Erythrozyten. Zunéchst
nimmt die Aktivitdt von oben nach unten ab, erreicht dann einen gleichen
Wert und schliesslich ist die Verteilung umgekehrt. Am Ende der
Erythrozyten-Lebenszeit wird das freigewordene 5Fe wieder in junge
Erythrozyten eingebaut, wodurch man eine zweite scharfe Umkehr des Akti-
vitdtsverhaltnisses Boden-Oberflache erhilt.

Diese Methoden sind entweder nur in Sonderféllen beim Menschen
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anwendbar, erfordern meist eine Beobachtung (ber die gesamte Lebenszeit
der Erythrozyten (im Mittel 120 Tage) oder bereiten einen grossen
messtechnischen Aufwand (z.B. Massenspektrometer bei 15N!), sodass sie fur
eine Routineanwendung ausscheiden

ERYTHROZYTEN — LEBENSZEIT — BESTIMMUNG MIT *CR-ERYTHROZYTEN.

Die Markierung der Erythrozyten mit 51Cr erflllt die gefor-
derten Voraussetzungen am besten. Seine Halbwertszeit betragt
27,8 Tage (T2 der 5Cr-Ery-Vita 28-34 Tage). Es verdndert in
den zur Markierung Ublichen Konzentrationen die Lebenszeit der
Erythrozyten nicht und wird nicht reutilisiert, sondern nach
geraumer Verweilzeit am Ort des Hd&moglobin-Abbaues im Urin
ausgeschieden. Ungebundenes CrO4>— wird ebenso wie durch
Hamolyse freigewordenes 5!Cr-Hb rasch aus der Blutbahn
entfernt (GRAY and STERLING [78,79], JANDL et al. [118]).

Die 51Cr-Erythrozyten zeigen allerdings auch einen Nachteil.
Die Kurve, die sich aus ihrem Verschwinden ergibt, ist nicht
linear wie die der AsHBY-Kurve, sondern ihr Verlauf ist anfangs
steiler und schliesslich wieder flacher, um beim Schnittpunkt mit
der Zeitachse wieder auf die AsHBY-Kurve zu treffen (EADIE and
BROWN [42], EBAUGH et al. [45], SUTHERLAND et al. [188]).

EADIE und BROWN haben gezeigt, dass sich der Verlauf der
Kurve durch die Funktion (5) beschreiben lasst, was SUTHERLAND
et al. bestatigen [190].

N, = No(L- %)e'kt ()

Nt = Impulse zur Zeit t

No = Impulse am Beginn der Untersuchung
T = mittl. Lebenszeit der Erythrozyten

k = Konstante

Es haben sich zwei Meinungen Gber die Ursache der Kon-
stanten k gebildet. Die eine legt eine gleichméssige Elution des
S1Cr aus den Erythrozyten zu Grunde, die zweite nimmt an, dass
die Erythrozyten proportional zu ihrem Alter mehr Chrom auf-
nehmen. Keine der beiden Hypothesen ist bisher experimentell
bestétigt oder widerlegt worden. SMITH and KRIVIT [176] fanden
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in vitro nur eine Elution von 0,2% d, wéhrend fir k in vivo 0,9%
d beobachtet wurde (EADIE and BROWN [42]).

Ergebnisse eigener Untersuchungen an durch Zentrifugieren
gewonnenen Erythrozyten verschiedenen Alters sprechen fur
eine Altersunabhéngigkeit des Chromeinbaus.

Ausser der mittleren Lebenszeit der Erythrozyten interessiert,
ob sie durch einen von ihrem Alter unabhangigen zufalligen Ab-
baumechanismus oder erst nach Erreichen ihrer physiologischen
Lebensspanne abgebaut werden, und, ob eine intravasale Hamo-
lyse oder die Phagozytose der Erythrozyten im RES erfolgt.

Die Vita-Bestimmung wird meist an eine Blutvolumen-Be-
stimmung angeschlossen. In diesem Fall verwendet man 60-
100 uC S5iCr zur Markierung der Erythrozyten. Denn nach 3
Wochen ist nicht nur die Menge der markierten Erythrozyten auf
die Hélfte abgefallen, sondern auch beinahe die Hélfte des 5Cr
durch den physikalischen Zerfall verloren gegangen. Dass die mit
der lonenaustauscher-Schnellmethode markierten Erythrozyten
sich besonders gut zur Vita-Bestimmung eignen, wurde schon
erwahnt. Wegen des Anteils an markierten Plasmaproteinen wird
dabei die Vitaberechnung auf den 24-Stunden-Wert bezogen.

Wir die Vitabestimmung allein durchgefiihrt, kann man auf die
Waschung der Erythrozyten nach der Inkubation verzichten, da 24 Stunden
nach der Injektion das ungebundene 5:CrOs2— aus dem Plasma eliminiert ist
(JANDL et al. [118]). Die Vita-Bestimmung wird dann ebenfalls auf den 24-
Stunden-Wert bezogen.

Von der in-vivo-Markierung zur ausschliesslichen Vita-Bestimmung
(EBAUGH et al. [44-46], SUTHERLAND and MCCALL [187], WOLF und WITTE
[206]) ist man wieder abgekommen, denn nur 10-12% des injizierten
Naz51CrO, wird von den Erythrozyten gebunden. Man muss also die 5-6-
fache Dosis injizieren und mutet dem Patienten dadurch eine unndtige
Strahlenbelastung zu. Ausserdem wird durch die Verschwendung von Radio-
nukliden die Untersuchung wesentlich verteuert.

Eine Verkilrzung der Lebenszeit wird als Verkleinerung von
T in die Formel (5) eingehen; ein zusatzlicher willkdrlicher alters-
unabhdngiger Abbaumechanismus in die Konstante k (6).

k =k +k; (6)

ki = « Cr-Elution »
k> = altersunabhéngiger Abbaumechanismus
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Wenn man den Verlauf der ganzen Kurve verfolgt, kann man
wie EADIE und BROWN gezeigt haben, mit Hilfe der Matrix-
Rechnung T und k bestimmen [42]. Dieses Verfahren ist als
Routinemethode natrlich unbrauchbar.

Man ist deshalb dazu (ibergegangen, die Vitawerte der ersten
2-3 Wochen auf halblogarithmischem Papier einzutragen. Der
Vitawert gibt in Prozent an, wieviel der zur Zeit to gemessenen
Impulse zur Zeit t noch vorhanden sind, wobei Schwankungen
des Plasma-Volumens durch Korrektur mit einem H&matokrit-
Faktor eliminiert werden [Gleichung (7)].

Impulse zur Zeit t[I/'/ml]” 100, Htkt,

Vita[%] =
(%] Impulse zur Zeit t, [I/' /ml] Htk t

(7

Als Bezugspunkt to dient im allgemeinen der Wert, der zur
Blutvolumen-Berechnung verwendet wurde. Zeigt sich ein Frih-
abfall der injizierten Aktivitdt durch geschadigte Erythrozyten
oder von ihnen ungebundenes Chrom, so bezieht man die Vita-
berechnung auf den 24-Stunden-Wert. Ist bei dekompensierten
Blutbildungs- und Blutabbau-Bilanzen eine Veranderung des
Hamatokrits die Folge einer Anderung des Erythrozytenvolu-
mens, wird auf die Anwendung des Hamatokrit-Korrekturfaktors
in Gleichung (7) naturlich verzichtet.

Mittels einer durch die Vitawerte gelegten Geraden wird die
Zeit bestimmt, in der die Vita auf die 50% abgefallen ist. Diese
Grosse bezeichnet man als Ti/2 der 51Cr-Ery-Vita. Ihre Norm-
werte liegen zwischen 28 und 34 Tagen.

Im allgemeinen begniigt man sich mit der Feststellung dieser Ti/, der
51Cr-Ery-Vita und ihrer Abweichung bei verschiedenen Krankheiten von den
Normwerten (Bock et al. [19, 20], BRAGANCA-GIL et al [26], COOPER et al.
[34], CRAWFORD and DE GRUCHY [35], EBAUGH et al [44-46], GEHRMANN et
al [65], GIBLETT et al [66], HEDLUND [97], JOSKE et al., [120], KEIDERLING et
al. [123, 125], McComgs and LAWRENCE [137], MOLLISON and VEALL [142],
READ et al. [160,161], SCHMIDT et al [167. 168], STRUMIA et al. [184],
SUTHERLAND et al. [187-189], WEINSTEIN et al. [202, 203], WOLF und WITTE
[205]).
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UMRECHNUNG DER *CR-ERY-VITA IN MITTLERE ERYTHROZYTEN —
LEBENSZEIT.

Wie noch im Abschnitt « Erythrokinetics » gezeigt werden
wird, ist es von Interesse, die 51Cr-Ery-Vita umzurechnen in die
mittlere Lebenszeit der Erythrozyten. Mittels der Formel (5)
wurde zundchst flr einige Punkte die 5:Cr-Ery-Vita umgerechnet.
Diese Werte gestatten es, eine Kurve zu zeichnen, aus der sich die
ubrigen Werte leicht ablesen lassen (s. Abb. 3).

Diese Werte gelten nur fir k = 0 0,009 (Normwert fur die
sog. Cr-Elution). Angenommen, die Cr-Elution wdre erhoht oder
es gabe einen zusdtzlichen altersunabhé&ngigen Abbaumechanis-
mus, dann wird mit dieser Umrechnung die mittl. Lebenszeit zu
klein kalkuliert. Fir grobe Schatzungen in pathologischen Fallen
wurde daher eine lineare Korrelation zwischen der 51Cr-Ery-Vita
und der mittl. Lebenszeit angenommen und mit dem Faktor 3,24
aus der Vita die Lebenszeit geschétzt [Formel (8)].

mittl. Lebenszeit = 51Cr-Ery-Vita x 3,24 (8)

Die Umrechnung, die D1 PIETRANTON] und TIZIANELLO angeben, geht
von der Formel (9) aus [151]. Diese Gleichung enthélt die Annahme, dass die
Vita-Kurve eine reine e-Funktion ist. Die Korrektur der 5:Cr-Ery-Vita auf

100

50 o

Y% VITA

‘}O T T T T T T T v T T T T T T
0 5 10 TAGE
ABB. 2

Beispiel zu Ermittlung der siCr-Ery-Vita.
Patient: He. Diagnose: Fam. hadmolytischer Ikterus.
Tus2 der 51Cr-Ery-Vita: 7,5 Tage. Normbereich fett.

Elution nach einigen Autoren [Gleichung (10)] (DONOHUE et al. [39],
HUGHES JONES and MOLLISON [115]) wére nur richtig, wenn eine Verkiirzung
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der Vita nur auf einem zufélligen Abbaumechanismus zurtickzufiihren ist, der
die Erythrozyten unabhéngig von ihrem Alter vernichtet.

N, = N (tatek )

I 1
T,,, corr. T, Vita T, «Elution»

(10)

Beide Annahmen sind aber unzuldssig, denn die ASHBY-
Methode zeigt, dass die Erythrozyten eine begrenzte Lebenszeit
haben und dass diese Lebenszeit krankhaft verkleinert sein kann.

cm- /n

Ty d ax:r-Er]r-\fle-‘.
& 3
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ABB. 3

Kurve zur Ermittlung der mittleren Erythrozyten-Lebenszeit
aus der Halbwertszeit der Vita.

Gelingt es, mit Hilfe des Eisen-Stoffwechsels die mittlere
Lebenszeit zu bestimmen, dann ldsst sich aus einem Vergleich
zwischen diesem Wert und dem aus Abb. 3 ermittelten Ergebnis
ein Anhaltspunkt fir die Grosse eines zufélligen Abbaumechanis-
mus abschéatzen. Je grosser sein Einfluss auf die Verklrzung der
S1ICr-Ery-Vita ist, umso grosser wird die Differenz zwischen
diesen beiden Werten sein.

Solange die Ursache der Konstanten k nicht gekldrt ist,
werden allerdings alle Umrechnungsversuche nur semiquantita-
tive Schétzungen bleiben.



TEIL 11

Eisenstoffwechsel und Ferrokinetics

EINFUHRUNG IN DEN EISENSTOFFWECHSEL.

Eisen ist ein Baustein des Hamoglobins; daher ist der Eisenstoffwechsel
mit Blutbildung und -abbau eng verbunden. Eine Untersuchung des
Eisenstoffwechsels kann somit einige Einblicke in pathologische Veran-
derungen des hdmatologischen Status gewéhren.

Knochenmark
LEP Vg
\EEU
AK ER
Erythro-
! EA EEU
Eisen- e zyten-
Spei_ o—) @ — y
PE Eisen
cher
Plasma-
Eisen
ABB. 4

Schema des Eisenstoffwechsels. Die Grdssenverhaltnisse der Wirfel
und der Pfeile entsprechen ungefahr den natirlichen Beziehungen.
Normwerte nach POLLYCOVE [153, 156]. Erlauterung im Text.

Die Abb. 4 zeigt eine schematische Ubersicht iiber die wichtigsten
Verteilungsraume des Eisens und ihre Wechselbeziehungen. Das Plasmaeisen
PE (Norm: 40 pg/kg) wird sehr schnell umgesetzt (ELMINGER et al. [50],
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GRANICK [72], HAHN [86], HEILMEYER und WEISBECKER [99], KATZ [121,
122]). Der Plasmaeisen-Umsatz PEU ist normalerweise identisch mit dem
Abstrom des Eisens ins Knochenmark AK (Norm fir PEU: 500 pg/kg/d;
fur AK 400-500 pg/kg/d). Der Abstrom in Eisenspeicher und das RES EA
erreicht normalerweise hochstens 20 % des PEU (Norm fir EA: 0-100
ug/kg/d). Die Eisenaufnahme aus der Nahrung und der Verlust im Darm
sowie der Austausch mit eisenhaltigen Fermenten (z.B. den Cytochromen)
kann fir diese Betrachtung vernachlassigt werden (GUBLER [84], HAHN [87],
MOORE and DUBACH [143], SCHMIDT [166], VANOTTI [193]). Das Plasmaeisen
setzt sich mit dem labilen Eisen-Pool des roten Knochenmarkes LP sehr
schnell ins Gleichgewicht (GREENBERG and WINTROBE [80], POLLYCOVE et al.
[153, 154, 156, 157], SHARNEY et al. [173]). Aus dem labilen Eisen-Pool des
Knochenmarks wandert ein Teil des Eisens tber die Erythroblasten (VB als
Bestandteil des Hamoglobins in die Erythrozyten. Nach Abbau der Erythro-
zyten erscheint das Eisen wieder im Plasma.

Im Plasma liegt das Eisen als Fe+++-lon vor, gebunden an das Trans-
ferrin, ein ;-Globulin (KOECHLIN [126], LAURELL [128, 129, 131, 132],
ScHADE and CAROLINE [165], SURGERNOR et al. [186]). Die morphologische
Repréasentation des labilen Eisen-Pools dirften die Zellmembranen der
Erythroblasten sein, an denen das Eisen durch spezifische Mechanismen
festgehalten und teils mit dem Transferrin-gebundenen Eisen ausgetauscht,
teils zur Hb-Synthese an das Zellinnere transportiert wird [JANDL et al. [119],
PoLLYCOVE and MORTIMER [157], SONDHAUS and THEORELL [173], Walsh et
al. [198]). Im RES und den Eisenspeichern liegt es teils als Ferritin, teils als
Héamosiderin vor (GRANICK [73, 74], HAHN [91], HANSEN and WEINFELD [94],
HASKINS et al. [96], HEILMEYER [98], MAZUR et al. [136], POLLYCOVE and
MORTIMER [157], SHODEN et al. [175]). Die Grdsse der mobilisierbaren
Eisenspeicher wird auf 1000-1500 mg geschdtzt. Das Ferritin diirfte die leicht
austauschbare und daher in pathologischen Féllen mit der erythrokinetischen
Untersuchung erfassbare Speicherform sein, wahrend das Héamosiderin
verhaltnismassig immobil ist. Das von BESSIS et al. [16, 17], in den Retikulum-
zellen des Knochenmarks beobachtete Ferritin durfte wohl eher dem
Speichereisen als dem labilen Eisen-Pool angehdren (POLLYCOVE and
MORTIMER [157]9.

Um sich einen Einblick in die Dynamik des Eisenstoffwechsels zu
verschaffen, setzt man als Indikator 5°Fe dem Plasma zu und verfolgt die
Aktivitdt im Plasma und in den Erythrozyten sowie durch Oberflachen-
messungen Uber dem Knochenmark, der Leber und der Milz in den ver-
schiedenen Verteilungsraumen. Diese Untersuchung ist unter dem Namen
« Ferrokinetics » bekannt geworden (HUFF et al. [110]).

FERROKINETICS.

Die Markierung des Plasmaeisens ist einfach. Nach kurzer
Inkubation des Plasmas mit >°Fe+++-lonen (als Citrat oder

() « Erythroblasten » ist hier nicht morphologisch zu verstehen, sondern
funktionell, d.h. als Gesamtheit aller Hb-synthetisierenden roten Vorstufen.
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Chlorid) bei Zimmertemperatur findet man das °Fe an das
Transferrin gebunden.

ABB.5

Elektrophorese 5°Fe-markierten Plasmas und Messung der Aktivi-
tatsverteilung mittels eines Radiochromatographen FH 452
(Friesecke & Hoepfner). Methodik nach EGGSTEIN und HUNDES-
HAGEN [48], NEALE [145]. Aufgetragen wurden ca. 7 pl Plasma;
1,5 Std. bei 90 Volt, Michaelispuffer pH 86. Aktivitdtsmessung mit
Endglockenzéhlrohr (1,1 mg/cm2 Massenbelegung), Spaltbreite
der Abschirmung 2 mm. Vorschubgeschwindigkeit 120 mm/h,
Férbung: Amidoschwarz 10 B.

Li:  Patient: Mi. Diagnose: Transfusionshdmosiderose bei
nephrogener Andmie (Phenacetin). Latente Eisenbindungs-
kapazitat von 14 ml Plasma: 4,5 pg. Eisenzusatz bei Mar-
kierung; 11 pg.

Re.. Patient.: Hk. als Normalfall zum Vergleich. Diagnose:
Maligne Verlaufsform der essentiellen Hypertonie. Latente
Eisenbindungskapazitat von 11 ml Plasma: 18,7 pg. Eisen-
zusatz bei Markierung: 7,2 ug.

In welcher Form das ungebundene Eisen im verwendeten

Veronal-Puffer als Anion wandert, konnte nicht festgestellt

werden.

Das %9Fe soll eine mdoglichst hohe spezifische Aktivitét
besitzen, damit der « Eingriff » in das Plasmaeisen niedrig bleibt.
Wir verwenden >°Fe (I11)-Citrat in steriler isotonischer LOsung
mit pH 7 oder *FeClz in 0,1 n-HCI mit einer spezifischen
Aktivitat von ca. 2-7,7 mC/mg. Da zur Plasmaeisen-Markierung
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etwa 20 puC verwendet werden, liegt die zugesetzte Eisenmenge
mit 5-6 g bei 1 %o des Plasmaeisens und innerhalb der latenten
Eisenbindungskapazitdt von 5-10 ml Plasma. Selbst wenn die
latente Eisenbindungskapazitat stark verringert oder gleich Null
ist, wie bei einer Hamochromatose, wird das Radioeisen durch
Austausch mit dem Transferrin-gebundenen Eisen vom Tran-
sporteiweiss aufgenommen. Der Rest ungebundenen Eisens wird
nach Injektion sehr schnell gebunden (s. Abb.5). Die direkte
intravendse Injektion des Radioeisens (LOEFFLER [133]) hat keine
grosse Verbreitung gefunden.

ABB. 6

Immunoelektrophorese ) und Autoradiographie von 9Fe-markiertem

Plasma. Antiserum: Anti-Transferrin. Stripping-Film-Verfahren. Kodak

Scientific Plates AR 10. Expositionszeit: 14 Tage. Entwickler: Kodak

D 19. Abbildungsmassstab: 1:2,3 Methodik: Immunoelektrophorese

nach SCHwICK [171], Autoradiographie nach GRAUL und HUNDESHAGEN
[76a, 76b].

Wenn nur mit dem Nuklid °Fe gearbeitet werden soll, ergibt
sich folgender Arbeitsgang. In eine Spritze werden 8-16 ml Blut
aus der Vene des Patienten zu 2-4 ml Zitrat (3,8 g %) und 20 uC

() Fur die Ausfiihrung der Immunelektrophorese sind wir Herrn Dr. Aly
(Medizinische Universitatsklinik Marburg, Direktor: Prof. Dr. H. E. Bock) zu Dank
verpflichtet.
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%9Fe aufgezogen. Nach kurzer Inkubation (ca. 10 min) wird eine
genau abgemessene Menge reinjiziert und etwas 05 ml
zuriickbehalten, wovon eine 1:100 Verdinnung angesetzt wird. 1
ml dieser Verdinnung dient als Standard.

Durch mehrere Blutentnahmen wird die Plasma-Aktivitdt der
ersten Stunde(n) nach Injektion und die Impulsrate in den
Erythrozyten in den folgenden Wochen erfasst.

MATHEMATISCHE GRUNDLAGEN DER EISENSTOFFWECHSEL -BERECHNUNG.

Zunéchst sollen die mathematischen Grundlagen erldutert
werden, die zum Verstandnis und zur Verrechnung der mit Hilfe
der Ferrokinetics gewonnen Aktivitats-Verlaufe notwendig sind.

Das Gesamt-Plasmaeisen PE ist aus dem Serumeisen-Spiegel
und Plasma-Volumen zu ermitteln [Gleichung (11)].

_ Serum - Eisen[ng/100ml]” PV [mi]
100.000[nmy/mg]

Zur Berechnung des Plasmaeisen-Umsatzes PEU kann man als einfaches
Modell ein Volumen V annehmen, das von einem Fluss F durchstromt wird.
Bei blosser Betrachtung der Konzentration in V kann {ber die Zu- und
Abflussmenge pro Zeit F nichts ausgesagt werden. Erst ein Zusatz eines
Indikators (in diesem Fall 5°%Fe) und das Verfolgen seiner Konzentrations-
anderung Uber die Zeit gibt uns hier Aufschluss. Die Indikator-Konzen-
tration in V gehorcht der Formel (12), da pro Zeiteinheit immer die gleiche
Fraktion des Volumens durch den Fluss ausgetauscht wird und die jeweilige
Menge des Tracers seiner Konzentration proportional ist (VETTER and
VEALL [196]).

PE[mg]

(11)

F
C,=Cg V' (12)
%z | = hier « Plasma-Eisen-Verschwindensrate » (eigentlich eine Raten
konstante).
Durch Logarithmieren der Gleichung (12) ergibt sich (13).
INC, - InC, =-1t (13)
It=InCO-Ct=In% (14)
t
Laut Definition der Halbwertszeit gilt die Gleichung (15).
t=T,, \ % =2 (15)

t

INC, - INC, =In2=0,693 (16)
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Durch Einsetzen von (16) in (14) ergibt sich (17).
0,693
T1/2
Der Plasmaeisen-Umsatz PEU ist also nach Gleichung (18)
zu errechnen.
PEU [mg/d] = PE [mg] x | [1/h] x 24 [h/d] (18)

100 Ny
€ ' iy
= B
g ] N\,
< 50 b
10 T T T T T >
0 10 20 30 40 50 60
min,
ABB. 7

Ermittlung der « Plasmaeisen-Verschwindensrate ».

Patient: He. Diagnose: Fam. hadmolytischer Ikterus.

Ti2 =17 min. = 0,28 h. | = 2,48/h. Normbereich
fett

Ti/2 ermittelt man leicht, indem man die Messpunkte gegen

die Zeit halblogarithmisch auftragt. An der durch die Punkte
gelegten Gerade I&sst sich Ti/. direkt ablesen. Ihr Normalbereich

liegt zwischen 1,2 und 1,6 Stunden (s. Abb. 7).
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Durch Extrapolation zum Zeitpunkt to lasst sich die
Ausgangskonzentration Co ablesen, die durch Verdinnung des
Indikators in V ohne Abwanderung entstanden wére. Plasma-
Volumen-Berechnungen mit Hilfe dieses Wertes ergeben aber zu
hohe Ergebnisse. Denn die Extrapolation geht von der Voraus-
setzung aus, dass von Anfang an eine gleichmadssige Durchmi-
schung vorgelegen hat. Diese Annahme ist aber fiir die ersten
Minuten nach Injektion unzutreffend. Bei einer Umsatzrate, die
so gross wie die des Plama-Eisens ist, kann man diesen Zeitraum
nicht vernachléssigen, und Plasma-Volumen-Bestimmungen auf
dieser Basis sind daher unkorrekt.

Sehr viele Untersuchungen des Eisenstoffwechsels beschran-
ken sich auf die Angabe der « Plasma-Eisen-Verschwindensrate »
und des Plasma-Eisen-Umsatzes (BUsH et al. [28, 29], FINCH [56],
KEIDERLING et al. [125], KORMAN [127], LOEFFLER et al. [133],
McComss and LAWRENCE [137]). Als weitere Grdsse wird noch
die Utilisation bestimmt, d. h. der Prozentsatz der gesamt-injizier-
ten Impulse, der sich zur Messzeit in den Erythrozyten wieder-
findet [Gleichung (19)].

l,” 100, EV,
Htk |

ges

U, = 100[%] (19)

Ut Utilisation zur Zeit t in Prozenten

Iz = Impulse in 1 ml Vollblut
lges = Gesamt-injizierte Impulse.

Die Abb. 20 (Teil [Il) zeigt ein Beispiel fur eine
Utilisationskurve und ihren Normbereich. HUFF et al. berechnen
aus diesen Grossen den Erythrozyteneisen-Umsatz [112]. Sie
gehen dabei wvon einem vereinfachten Modell des
Eisenstoffwechsels aus (s. Abb. 8).

Der Erythrozyteneisen-Umsatz errechnet sich dann nach
Formal (20).

EEU = PEU %X Unax (20)
EEU = Erythrozyteneisen-Umsatz
Umax = maximal erreichte Utilisation

Wegen ihrer Einfachheit ist diese Berechnungsmethode fir den
Erythrozyteneisen-Umsatz sehr verbreitet (BOTHWELL et al. [23, 24],
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ELMINGER et al. [49], FINCH et al. [57, 58, 59], GIBLETT et al. [66]. HEIDLUND
[97], HUFF et al. [110, 113, 114], SCHMIDT [167], WASSERMANN et al. [200],
WEINSTEIN and BEUTLER [202]).

i KNOCHENMARK |
RES i¢:‘ PE ERY
AK -1
PE | | LEPCD Vg |E| ERY
| | | = asie

ABB. 8

Modellgrundlage zur Berechnung des Eisenstoffwechsels:
oben: nach Hurr et al. (112),
unten: nach POLLYCOVE and MORTIMER [153, 157].

Aber HUFF selbst bemerkte schon, dass dieses Modell eine
unzuldssige  Vereinfachung darstellt. Verfolgt man die
Plasmaeisen-Aktivitat Gber l&ngere Zeit, so zeigt sich nach ca. 6
Stunden eine Verlangsamung des Abfalls. Die Halbwertszeit des
zweiten Abfalls betrdgt ca. 2,7 Tage (Ratenkonstante rz =
0,345/d) (s. Abb. 9).

Pollycove hat daraus geschlossen, dass das Plasmaeisen sich
sehr rasch mit einem austauschbaren Eisen-Pool des
Knochenmarks ins Gleichgewicht setzt. Aus diesem labilen
Eisen-Pool LEP wandert das Eisen dann tber die Erythroblasten
und erscheint schliesslich im peripheren Blut (s. Abb. 8).

Die Anderung der spezifischen Aktivitit des Plasmaeisens
wird also von zwei Faktoren bestimmt, der Vermischung mit dem
labilen Eisen-Pool und dem Erythrozyteneisen-Umsatz. Sie I&sst
sich durch die Formel (219) beschreiben, in der die Konstante r,
die friihere Konstante | ersetzt [Gleichung (22)]

Ci=Coet+ Cae (21)
r [1/d] = | [1/d] x 24 [h/d] (22)
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Durch Analyse der Kurve, also de Bestimmung der beiden
Konstanten r1 und r3 sowie Co und Ca lassen sich die Umsatz-
grossen Plasmaeisenumsatz, Eisenabstrom ins Knochenmark,
Eisenrickstrom vom Knochenmark, Erythrozyteneisenumsatz
sowie die Grosse des labilen Eisen-Pools berechnen.

Co
104

051

n=(\ 24)

01

0,05 1

willkurliche Einh

0014

0005 -

00025 T T T T T T T T >
0 1 2 3 4 5 6 7 8 TAGE

ABB.9

Schematische Darstellung der « Plasmaeisen-Verschwindens
raten » r1 und rs. (Nicht massstabsgetreu).

Aus diesem Ergebnis folgt zweierlei:

1. Die weit verbreitete Berechnung nach HUFF, Gleichung
(20), ergibt einen Erythrozyteneisen-Umsatz, der im Normalfall
etwa 40-50 % zu hoch ist.

2. In pathologischen Féllen wird zwar der Plasmaeisen-Um-
satz vom Erythrozyteneisen-Umsatz abhdngig sein, aber sicher
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keinen quantitativen Schluss auf die Erythropoese erlauben. Wie
noch gezeigt werden wird, bestimmt dann ein pathologisch ver-
dnderter Eisenrlickstrom ER und ein Eisenabstrom in die Eisen-
speicher oder das RES EA den Plasmaeisen-Umsatz wesentlich
mit.

Ausserdem ist zu bemerken, dass die Ermittlung des Plasma-
eisen-Umsatzes immer nur ein Augenblicksbild des Eisenstoff-
wechsels vermittelt, der nur bedingte Schliisse auf ganztéagige
oder sich tiber Wochen erstreckende Vorgéange erlaubt. Nicht nur
der Plasmaeisenspiegel unterliegt tageszeitlichen Schwankungen
(ca. 30 ug) (HAMILTON et al. [93], HEMMELER [100], HOYER [109].
LAURELL [130], sondern auch der Plasmaeisen-Umsatz
(BOTHWELL and MALLETT [25]).

BESTIMMUNG DER SPEZIFISCHEN AKTIVITAT UND DER
RATENKONSTANTEN r; MIT DESFERRIOXAMIN (),

Die  Impulsraten  betragen  nach  Auftreten  der
Ratenkonstanten r; nur noch 102 bis 103 der Impulsrate nach
Vermischung des injizierten Indikators im Plasma. POLLYCOVE
umging die messtechnischen Schwierigkeiten durch Gabe grosser
Dosen von %Fe (bis 45 uC) und das Messen von 5-10 ml Plasma.
Um eine befriedigende Genauigkeit zu erzielen, muss man
verhéltnismassig viele Proben messen, ungefahr taglich wéahrend
der ersten Woche. Derart héaufige und umfangreiche
Blutentnahmen sind fiir eine Routine-Methode untragbar, zumal
bei der Entnahme wie beim Zentrifugieren sehr sorgfaltig und
streng h&molysefrei gearbeitet werden muss, denn die >%Fe-
Impulsrate in den Erythrozyten liegt schon wenige Tage nach der
S9Fe-Injektion mehrere Zehnerpotenzen Uber der des Plasmas.

Wir umgingen diese technische Schwierigkeit folgendermas-
sen: Normalerweise scheidet der Mensch fast kein Eisen aus. Die
Ausscheidung, ungefahr 1 mg/d, erfolgt tber die Galle und durch
abgeschilferte Darmepithelien im Stuhl. Nur wenige ug werden

() Das Desferrioxamin wurde von der CIBA AG. freundlicherweise der
Medizinischen Universitédtsklinik Marburg (Direktor: Prof. Dr. H. E. Bock) zur
klinischen Erprobung zur Verfligung gestellt. Die beschriebenen Untersuchungen
wurden gemeinsam mit Herrn Dr. Kaufmann und Herrn Dr. Kreutz durchgefihrt.
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Im Urin ausgeschieden (HAHN et al. [87]. MOORE and DUBACH
[143]). Injiziert man einen nierengangigen Komplexbildner, der
das Plasmaeisen bindet, kann man die Ausscheidung im Urin
erhohen. Frithere Versuche mit EDTA (Athylendiamintetraessig-
sdure) waren nicht sehr erfolgreich (Steiner [181]). In dem
Desferrioxamin steht ein geeignetes Mittel fur diesen Zweck zur
Verfugung. Es gentigen schon geringe Dosen, um soviel Eisen im
Urin zur Ausscheidung

zu bringen, dass man o
die spezifische Aktivitat i
mit grosserer Genauig-
keit messen kann, als s I

dies im Plasma mdglich
ware. Da aber die spezi-
fische Aktivitdt des im
Urin  ausgeschiedenen
Eisens und des Plasma-
eisens gleich ist, kann
man durch Injektion

n
(=)

Feald?
-

Imp. fmi 1_,.-"1\-:;

Lt

von  Desferrioxamin N
und Messung des Urins ;
einfach und genau die ! )
Ratenkonstante rs; be- Fe— 5 L &
stimmen. Durch chemi- i
sche quantitative Be- e 10
stimmung der ausge- '
H : Verlauf der spezifischen Aktivitat im Urin nach
SChIed_enen_ Elsenm_enge einer Dosis von 200 mg/d Desferrioxamin i. v.
asst SIC 1e Spezitische Patient: Sche. Diagnose: Hdmosiderose der Le-
lasst sich d P fisch ber (bioptisch bestitigt). S isenspiegel
e er loptisc estatigt). erumeisenspiegel:
Aktivitat berechnen 5 19, 1. = 23,870, 1s = 0,693/,

und damit der Kurve

einen absoluten Be-

zugspunkt geben. Die Abb. 10 zeigt ein Beispiel fiir eine derartige
Messung.

Das Desferrioxamin wurde dabei 24-stiindlich injiziert und
der folgende 24-Stunden-Sammelurin gemessen. Verbesserung
der Messmethodik erlaubte die Reduzierung der Dosis auf
50 mg/d.

Weitere Versuche mussen klaren, wieweit eine kleinere Dosis
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in grosseren Zeitabstanden und die Messung kurzfristigerer Urin-
proben die Messgenauigkeit verbessern kann. Ebenso muss
geklart werden, ob und wieweit die Ausscheidungsgeschwindig-
keit des Desferrioxamin das Messergebnis beeinflusst. Nach den
bisherigen Erfahrungen kann die spezifische Aktivitat des Eisens
Im Urin de des Plasmas zum Zeitpunkt der Desferrioxamin-
Injektion gleichgesetzt werden. Soll die von POLLYCOVE bei
endogenen Hamochromatosen beschriebene Ratenkonstante r»
gemessen werden [153, 157], ist bis zu 24 Stunden nach >°Fe-
Injektion die Messung des Plasmas vorzuziehen, da kurze
Abstdnde der Messung noétig sind und die spezifische Aktivitét
des Plasmaeisens noch genuigend gross ist. Das bei den verwen-
deten Dosen ausgeschiedene Eisen kann im Vergleich zum
Plasmaeisenumsatz vernachlassigt werden (ca. 1 %).

DIE UNTERSUCHUNG DER UTILISATIONSKURVE.

FELLINGER et al. geben einen anderen Weg an, die Ratenkonstante r; zu
bestimmen. Sie betrachten das Erscheinen der mit 59Fe-markierten
Erythrozyten als eine Ausscheidung aus dem labilen Eisen-Pool und fordern,
dass die Kurve der Utilisation der Funktion (23) gehorcht [54].

C, =CAf1-e) (23)

100 N

50

% Util,

10

ABB. 11

Ausgezogen: Funktion (23). Gestrichelt: Funktion (24).
Ca =100 %, r3 = 0,25/d.

Sie abstrahieren also im Modell Abb. 8 von POLLYCOVE den Eisen-Pool
der Erythroblasten Va. Zeichnet man statt der Funktion (23) ihre Differenz
zum Maximum Ca, erhdlt man die Funktion (24) (s. Abb. 11). Auf
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halblogarithmischem Papier kann man die Halbwertszeit direkt ablesen und
aus ihr die Ratenkonstante rs errechnen.

C,=C," (24)

Die spezifische Aktivitat im Plasma ist nach erfolgter Durchmischung
mit dem labilen Eisen-Pool représentativ fiir die spezifische Aktivitat im
gesamten Eisen-Pool, da man dann Plasmaeisen und labilen Eisen-Pool als
gemeinsames Volumen betrachten kann. Die Indikatormenge | im labilen
Eisenpool schatzten FELLINGER et al. nach Gleichung (25), die Grosse des
labilen Eisen-Pools berechnet sich dann nach Gleichung (26) und der Ery-
throzyteneisenumsatz aus Gleichung (27).

I =14 Upy - Impulseim EV (= U,) (25)

p= ! (26)
spez. Akt. des Plasmas

EEU=LEP  r, (27)

Die mit dieser Methode errechneten Werte fiir den Erythrozyteneisen-
Umsatz liegen sogar héher als die nach der Methode von HUFF et al. ge-
schdtzten Ergebnisse (VETTER und VEALL [196]).

ENTWICKLUNG DER UTILISATIONSGLEICHUNG.

Betrachtet man die Utilisationskurve néher, dann erkennt
man, dass sie keine reine Funktion nach (23) ist, sondern eine
Wendepunktskurve, die allerdings in ihrem letzten Abschnitt der
Funktion (23) folgt. Das liegt daran, dass das Eisen aus dem labi-
len Eisen-Pool nicht direkt in die Erythrozyten wandert, sondern
den Pool der Erythroblasten « durchstromt ». Dieser Eisenpool
der Erythroblasten wird zwar schon von POLLYCOVE erwahnt
und in seiner Grosse determiniert (ca. 30 mg), aber die Herkunft
dieser Grossenangabe nicht erwéhnt [153]. Die mathematische
Analyse der spezifischen Aktivitat des Plasmaeisens wirde auch
keine Bestimmung des Erythroblasteneisenpools ermdglichen.

Wir nehmen vereinfachend an, dass es sich um einen einheit-
lichen Pool mit vollstandiger Durchmischung handelt. Die An-
nahme verschiedener, teils hintereinander, teils parallel geschalte-
ter Verteilungstradume und einer unvollstandiger Durchmischung
sowie eines Verzogerungsfaktors wirde nicht nur die mathemati-
sche Formulierung sehr erschweren. Das Fehlen weiterer
Informationen Uber die verschiedenen Pools wirde jede
Berechnung der einzelnen Gréssen unmdglich machen. Es ist
auch durchaus vorstellbar, dass der Erscheinungsform des Ery-
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throblasteneisen-Pools zum Teil oder vollstandig kein Vertei-
lungsraum im geometrischen Sinne zugrunde liegt, sondern dass
er durch biochemische Prozesse représentiert wird. Fir diesen
Fall gilt natiirlich umsomehr, dass die im folgenden abgeleitete
Formel eine erste Ndaherung darstellt. Aus diesen Griinden sei
auch hier auf Versuche verzichtet, nach einer morphologischen
Représentation des Erythroblasteneisen-Pools zu suchen.
Plasmaeisen und labiler Eisen-Pool kénnen, wie schon ge-
zeigt, als gemeinsamer Pool Va betrachtet werden, wobei der
Pool Va praktisch dem labilen Eisen-Pool gleichgesetzt werden
kann, denn die Plasmaeisenmenge von ca. 3 mg ist gegenliber den
ca. 63 mg Eisen im labilen Eisen-Pool klein. Wir wenden
zundchst die Formeln fir ein offenes Zwei-Kammer-System mit
hintereinandergeschalteten Kammern an (VETTER und VEALL
[196]). Die Anderung der spezifischen Aktivitat C,, im Pool Va

folgt der Funktion (28). Die Anderung der spezifischen Aktivitat
Cg, Im Pool der Erythroblasten Ve gehorcht der Funktion (30).

Die Exponentialkonstante rs kann dabei in erster Ndherung der
Fraktion des durch den Erythrozyteneisenumsatz ausgetauschten
Eisens in Pool Va gleichgesetzt werden [Gleichung (29)], wie das
auch bei der Identifizierung der « Plasmaeisenverschwindensrate »

| mit der vom Plasmaeisenumsatz ausgetauschten Fraktion des
Plasmaeisen (blich ist. Der Fehler gegenliber der exakten
Ableitung betrdgt in beiden Fallen ca. 2 %. Untersuchungen
einiger Autoren Uber den Aktivitatsverlauf in den Erythroblasten
nach Fe-Gabe mit Hilfe semiquantitativer Autoradiographie
ergeben Kurven, die sich durch die Funktion (30) beschreiben
lassen (AUSTONI [4]), SUIT et al. [185]).

Da die Lebenszeit der Erythrozyten im Verhéltnis zur Mess-
zeit sehr gross ist, eine Reutilisation also fortféllt, kommt die Aus-
scheidung der 5°Fe-merkierten Erythrozyten in das periphere Blut
aus dem Pool Vg einer Integration von C;_ gleich (31-38) ©.

) Fiir die mathematische Hilfe bei der Ableitung der Utilisationsgleichung sind
wir Herrn Dipl.-Phys. Hagemann (Physikalisches Labor der Strahlenklinik der
Universitdt Marburg, Direktor: Prof. Dr. R. du Mesnil de Rochemont) zu Dank
verpflichtet.
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Cp =Cpe™ (28)
[, = EVEU (29)
A
EEU EEU
S gVt e
Cafs VAV Vg % T (30)
AT B [}
t EEU EEU .
& 0 t u
(e, dt= é CE et et vt @
Ve i b
vy, € .Eu EEU g
(?31 EEU A Bv & Vge o +Vye Y» +cd (32)
Va-Va)g b
Zur Zeitt =0 gilt
Vg- V,+c=0 (33)
c=Va- Vg =-(Vg- V,) (34)
v. € @ EUs @ B 0
OCBI e Qe Y Vegee Y el (39)
A~ Velg g %) 8 %) l"uo
Zur Ermittlung der maximalen Utilisation setzen wir t ® ¥ .
_CaVg
d:B1 (36)

EEU

Laut Definition gilt fir die Utilisation U zur Zeit t Glei-
chung (37).

t
6331 dt

U, =2 100[%] (37)

Fs, dt
0
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) EEUt o & ) EEUt o}
Va8l-e Vo oV 0-e e T
U, = 2 2100[% 38
t v, -V, [%] (38)
Durch Analyse der Utilisationskurve gemass dieser Formel
(38) lassen sich die beiden Konstanten EEU =r, und EEU =r,
A B

bestimmen. Diese Analyse wird durch die Tatsache erleichtert,

Patient Gr. (Ubergangshochdruck)
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TAGE
ABB. 12

Beispiel zur Ermittlung der Ratenkonstanten rs und ra.

dass die Utilisationskurve in ihrem Endteil nur noch von der
Ratenkonstanten rs bestimmt wird. Zundchst folgen wir dem
Analysengang von FELLINGER et al. Die erhaltene Gerade wird



42 HORST KUNI

verlangert, bis sie das Niveau der maximalen Utilisation
schneidet. Der Schnittpunkt aus der Zeitachse wird als mittlere
Erythrozyten-Reifungszeit bezeichnet (= te) (VETTER und VEALL
[196]). Die Differenzen zwischen der wahren Utilisationskurve
(komplementér gezeichnet) und der bis zur Zeit to extrapolierten
Geraden (mit der die Ratenkonstante rz bestimmt wurde) werden
ebenfalls halblogarithmisch aufgetragen. An der durch sie
gebildeten Geraden kann die Ratenkonstante r4 abgelesen werden
(s. Abb. 12). Bei Kkleinen Werten fur die mittl
Erythrozytenreifungszeit te kann diese Analysemethode schwierig
bis unmdglich werden. Hier bietet sich ein anderer Weg an.
Durch Einsetzen der beiden Koordinaten te und Uma in die
Gleichung (39), die die Gerade beschreibt, mit deren Hilfe die
Ratenkonstante rs ermittelt wurde, I&sst sich leicht die Gleichung
(40) ableiten, die die Errechnung der Ratenkonstanten rs gestattet.

Um das Ausrechnen des Ausdrucks e ™ zu erleichtern, kann
man ihn durch den Ausdruck “m- ersetzen, wobei S der

Schnittpunkt der Geraden (39) mit der Zeitachse to bedeutet
[Gleichung (41)].

-t
U, =a® " 1009 (39)
VA - VB
I.
r‘4 = 1- e? Iate (40)
I.
r, = lj (41)
1- —max
S

te = mittl. Erythrozyten-Reifungszeit
S = Schnittpunkt der Funktion (39) mit der Achse to
EEU

B

r, = Ratenkonstante

Die beiden graphisch und rechnerisch ermittelten Werte fir r4
differieren zuweilen beachtlich. Das liegt zum einen daran, dass
es sich in beiden Fallen um N&herungsmethoden handelt, mit
deren Hilfe eine Gleichung analysiert wird, die die
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Utilisationskurve n&dherungsweise beschreibt. Zum anderen daran,
dass bei kleinen Werten von te die graphische Methode versagt,
die rechnerische aber durch den genauen Wert von te gute Ergeb-
nisse liefert, wahrend bei grossen Werten von te dieser nur relativ
ungenau zu bestimmten ist und deshalb die graphische Methode
der rechnerischen (berlegen ist. Diese Gesichtspunkte sind bei
der Bewertung der Ergebnisse zu berticksichtigen. Es sei darauf
hingewiesen, dass auch ein fehlerhaft gewahlter Wert fur die
maximale Utilisation hdufig ein Grund fur falsche Ergebnisse ist.

Den Bezugspunkt fir die beiden Ratenkonstanten finden wir
in der spezifischen Aktivitat des Plasmas C:. Sie wird am besten
im Urin nach Injektion von Desferrioxamin am 3. Tag nach der
9Fe-Injektion bestimmt. Mittels dieses Wertes C: [= Ca der Glei-
chung (28)] und der Ratenkonstanten rs last sich nach Gleichung
(28) auf halblogarithmischem Papier graphisch leicht der Wert Ca
bestimmen. Die weitere Berechnung folgt den Angaben von
POLLYCOVE und MORTIMER [153, 157] [Gleichungen (42, 48)].

b=r,+C,(r,- 1) (42)
c=r+r, (43)
e=n"n (44)
Ratenkonstante von AK =c-b (45)
Ratenkonstante von EEU = € (46)
Ratenkonstante von AK
Ratenkonstante von ER = b - Ratenkonstante von EEU (47)
LEP = Ratenkonstz:)nte von AK , PE (48)
v, = EEY (49)

Iy

Die einzelnen Umsatzgréssen errechnen sich durch Multipli-
kation des Pools, dem sie entstromen mit den oben errechneten
Ratenkonstanten. Mit Hilfe der geschilderten Analyse der Utili-
sationskurve ist es also erstmalig mdglich, durch eine Routine-
Methode die Grosse des Erythroblasten-Eisen-Pools quantitativ
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zu bestimmen. Die Bedeutung dieses Wertes und seiner Verande-
rungen in pathologischen Féllen muss die klinische Anwendung
zeigen.

Es gibt nun pathologische Veranderungen des Eisenstoff-
wechsels, die eine Erweiterung der Gleichung (38) verlangen.
Zunéchst sei der sehr hdufige Fall berlicksichtigt, dass Eisen aus
dem Plasma oder dem labilen Eisen-Pool in das RES abwandert,
Angenommen, es erfolgt innerhalb der Untersuchungsperiode
kein Riickfluss des abgewanderten Eisens aus dem RES, dann
kann die Eisenaufnahme des RES im Modell nach POLLYCOVE
(Abb. 8) als Leck des Plasmaeisens bzw. des labilen Eisen-Pools
aufgefasst werden. Wir werden dann zweierlei beobachten:

1. Die maximale Utilisation wird um das Verhéltnis des Erythro-
zyteneisen-Umsatzes zur Summe des Erythrozyteneisen-
Umsatzes und des Eisenabstroms ins RES erniedrigt sein
[Gleichung (50)].

2. Die Ratenkonstanten ry und rs werden durch den Eisenabstrom
ins RES um seine Ratenkonstante vergrossert [Gleichung
(51)].

Mit Hilfe der maximal erreichten Utilisation kann also die
Ratenkonstante r3 aufgeteilt werden in ihre beiden Summanden
[Gleichungen (52) und (53)]. Die weiteren Berechnungen folgen
dem oben gezeigten Weg.

EEU
max = EEU + EA max (50)
. EEL;I/+ EA 651
A
EEU . _EEU 52
EEU +EA V,
EEU §_EEU 5

r,el - r=
€ EEU+EAg V,

Nun wird auch deutlich, warum FELLINGER et al. mit ihrer Methode zu
hohe Werte fur den Erythrozyteneisen-Umsatz erhielten. Sie vernachlassigten
einmal, dass die nicht in den Erythrozyten erschienenen Impulse nicht nur im
Pool Va, sondern auch im Pool Vs sind. Dadurch wird Va um etwa 30-40 %
zu hoch kalkuliert und damit auch der Erythrozyteneisen-Umsatz. Zum
anderen haben sie bersehen, dass eine Abwanderung von Eisen in das RES
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nicht nur in die Grosse der maximalen Ultilisation eingeht, sondern auch in
die Ratenkonstante rs.

Beide Fehler vermeidet die hier entwickelte Methode, verbindet die
Genauigkeit der Aktivititsmessung im Vollblut mit der des Modells von
PoLLYCOVE und umgeht die schwierige Bestimmung der spezifischen Aktivi-
tat im Plasma durch Desferrioxamingabe und Aktivitdtsmessung im Urin.

WEITERE ANWENDUNGEN DER UTILISATIONSGLEICHUNG.

Es ist zu beachten, dass nicht nur eine Abwanderung von Eisen in das
RES die maximale Utilisation vermindern kann. Ein Eisenabstrom in vergros-
serte Eisenspeicher erniedrigt diesen Wert ebenso wie eine friih einsetzende
Héamolyse, sei es, dass sie schon die Erythroblasten betrifft, sei es, dass durch
einen erythrozytenaltersunabhangigen Abbaumechanismus junge, eben erst in
das periphere Blut entlassene Erythrozyten zerstort werden. In beiden Fallen
beobachtet POLLYCOVE zwischen der zweiten und dritten Woche nach 5°Fe-
Injektion einen konstanten 5°Fe-Spiegel im Plasma. In diesem Zeitraum tritt
sowohl ein Riickfluss des Radioeisens aus den Eisenspeichern als auch aus
dem RES auf, in dem das durch friihe Hamolyse freigewordene Hdmoglobin
abgebaut wurde. PoLLYCOVE versuchte, beide Komponenten durch semi-
guantitative Oberflachenmessungen der Leber und Milz aufzuteilen. Es ging
dabei von der Annahme aus, dass die Leber flir 50 % der Eisenspeicher
reprasentativ sei. Dagegen ist einzuwenden, dass dem RES sowohl in der
Leber als auch in der Milz im Erythrozyten-Abbau eine beachtliche Rolle
zukommt. Ohne auf die Problematik dieser Differenzierung naher einzuge-
hen, sei nur darauf hingewiesen, dass eine gemeinsame Analyse der Kurven
der spezifischen Aktivitat des Plasmaeisens und der Ultilisation hier weitere
Informationen liefern kann.

Auf den besonderen Fall einer sehr starken Hamolyse soll
noch kurz eingegangen werden. In diesem Fall tritt schon in
Tagesfrist ein konstanter Fe-Spiegel auf, sodass das zur Ery-
thropoese gelangende Eisen eine praktisch konstante spezifische
Aktivitat hat. Die Ratenkonstante rz der Utilisationskurve wird in
diesem Fall ersetzt durch die Fraktion des durch den Erythrozy-
teneisen-Abbau EEA umgesetzten Erythrozyten-Eisens [Glei-
chung (54)]. Die maximale Utilisation wird durch den erweiterten
Verteilungsraum erniedrigt [Gleichung (55)].

, _ EEA
r', =
Ery-Fe

_ Ery - Fe
"XV, + Vg +Ery-Fe ™
EEA = Erythrozyteneisen-Abbau
Ery-Fe = Gesamtes Erythrozyten-Eisen

(54)

U (55)
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DIE BERECHNUNG DER MITTLEREN ERYTHROZYTEN-LEBENSZEIT.

Eine Bestimmung des Erythrozyteneisenumsatzes gestattet eine
Berechnung der mittleren Lebenszeit der Erythrozyten [Gleichung (56)]. Da
3,4 mg Eisen 1 g Hamoglobin entsprechen, ist das Gesamt-Ery-Eisen aus
dem Gesamt-Hamoglobin zu ermitteln  [Gleichung (57 und 58)]. Bei
gestorter HB-Bilanz muss der Nenner der Gleichung (56) durch den
Ausdruck (59) ersetzt werden. Der Wert der aus dem Eisen-Stoffwechsel
berechneten mittleren Lebenszeit wurde schon im Kapitel « 5.Cr-Ery-Vita »
(Teil 1) besprochen.

Gesamt - Ery - Eisen

mittl. Lebenszeit = (56)
EEU
’ 0,
Gesamt - Hb[g] = Blutvolumen[ml]” Hb[g%] (57)
100
Gesamt - Ery - Eisen[mg] = Gesamt - Hb[g]” 3,4[mb/g] (58)
+ téglicher Hb-Verlust [g/d] x 3,4 [mg/g] (59)

- téglicher Hb-Zuwachs [g/d] % 3,4 [mg/q]



TEIL 111

Praxis der Erythrokinetics und Messtechnik

PRAXIS DER ERYTHROKINETICS

Da zur Berechnung der Eisen-Stoffwechseldaten auch das
Blutvolumen benétigt wird, nimmt man mit S5!Cr-markierten
Erythrozyten simultan zu den Ferrokinetics eine Blutvolumen-
Bestimmung vor und schliesst eine Messung der 51Cr-Ery-Vita an.
Fir die Simultan-Untersuchung mit 51Cr-Erys und 5%Fe hat sich
die Bezeichnung « Erythrokinetics » eingeburgert [GIBLETT et al.
(66)].

Wir verfahren wie folgt: Zu 4 ml ACD-Puffer werden 16 ml
Patientenblut entnommen und zentrifugiert. Das Plasma wird
abpipettiert und in einem Glas mit 15-20 uC 5°Fe bei Zimmer-
temperatur inkubiert. Dem Erybrei wird nach Umschiitteln
(damit nicht eine ungleiche Markierung eintritt: Starkere Markie-
rung der jungen Erythrozyten an der Oberflache des Zentrifuga-
tes) 60-100 uC 51Cr zugesetzt. Nach 30 min Inkubation bei 37° C
und zweimaligem Waschen der Erythrozyten wird das “°Fe-
Plasma zugesetzt und mit 0,1 ml nach guter Durchmischung eine
1:1000 Verdlnnung angesetzt; 1 ml davon dient als Standard. Ein
genau abgemessenes VVolumen wir reinjiziert. Innerhalb der ersten
Stunde werden in regelmadssigen Abstdnden mit einer Blutzucker-
pipette aus dem Ohrldppchen oder der Fingerbeere ca. viermal
0,1 ml Blut entnommen und in ein Messglaschen mit ca. 0,9 ml
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aqua dest. ausgeblasen, wonach die Pipette durch dreimaliges
Wiederaufsaugen und —ausblasen zu spulen ist. Weitere Blutpro-
ben von 0,1 ml werden téglich und nach einer Woche in mehrté-
gigen Abstdnden entnommen; wenn moglich Gber 21 Tage
hinweg. Am dritten Tag wird die spezifische Aktivitdt des
Plasmas bestimmt. Dazu werden 50 mg Desferrioxamin i. v.
injiziert und die spezifische Aktivitdt des 24-Stunden-Sammel-
urins gemessen. Besteht der Verdacht auf stoffwechselaktive
Eisenspeicher oder eine starke Hamolyse, so wird am 1. Tag die
spezifische Aktivitat des Plasmaeisen Uber 24 Stunden in Plasma-
proben verfolgt und anschliessend eine Woche im Urin mittels
der Desferrioxamin-Methode.

Mit Hilfe der in den beiden vorausgegangenen Teilen erldu-
terten Formeln lassen sich dann folgende Werte berechnen, die
z. T. — besonders die des labilen Eisen-Pools, des Erythroblasten-
Eisen-Pools und der mittl. Erythrozyten-Reifungszeit — noch der
Uberpriifung durch ein grosseres Krankengut bediirfen:

Normwerte:
Gesamt - Blut - Volumen...........cccoeeecneneennenns 64 ml/kg
Erythrozyten - VOIUMEN ... 24 ml/kg
Plasma — VOIUMEN ... 40 ml/kg
BICI-ErY-Vita, T1/2. e ssnsnens 28 - 34 Tage
Gesamt — Plasma — EiSeN .........ccocovvvverievcnernevnnnnns 40 ug/kg
Plasmaeisen — UmSatz ........ccceeevenesneniencineennnnns 500 ug/kg/d
Eisenabstrom ins Knochenmark .........c..cccccovcvivnnnae, 400 - 500 pg/kg/d
Eisenrtickstrom vom Knochenmark.............ccocueveae. 90 — 190 ug/kg/d
Eisenabwanderung ins RES..........ccoovvveevenennins 0 -100 pg/kg/d
Labiler Eisen — POOI .......ccccoevvevenieieicireseiniens ~ 900 pg/kg
Eisen in den Erythroblasten...........ccccccocoveninnnans ~ 300 pg/kg
mittl. Ery-Reifungszeit........c.coooevcvciveniieccvcnenenn, 1,0-15 Tage
Gesamt — Hb...ooovc s 11 g/kg
Gesamt — Ery — EiSen ... 37 mg/kg
Hb — Synthese pro Tag......cccceeeneneerecineinesnnens 91 mg/kg/d
Erythrozyteneisen — UmSatz .........cccoeevvrervcineinernnenns 310 ug/kg/d

mittl. Erythrozyten — Lebenszeit ...........ccccocvevnnnne. 120 Tage
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Nach der allgemeinen Formel (60) lassen sich aus
Plasmavolumen und den Serumkonzentrationen noch folgende
h&matologisch interessanten Daten berechnen:

Gesamt-zirkulierendes EiWeISS ........cccoevvcucinienninn. 39/kg
Gesamt-zirkulierendes Albumin.........c..ccccovevinnnnn. 1,85 g/kg
Gesamt-zirkulierendes Haptoglobin....................... 46 mg/kg

Gesamtmenge = Volumen x Konzentration (60)

Um éltere Erythrokinetik-Untersuchungen, bei denen die
spezifische Aktivitdt des Plasmaeisens aus methodischen oder
technischen Griinden noch nicht (ber mehrere Tage verfolgt
wurde, unter den neuen Gesichtspunkten des Modells von
PoLLYcoVE und der Utilisationsformel nachtréaglich auswerten zu
kdnnen, gingen wir folgendermassen vor:

Nach Formel (8) wurde aus der 5!Cr-Ery-Vita die mittlere
Erythrozyten-Lebenszeit geschdtzt. Die entsprechend umgestellte
Gleichung (56) liefert dann den Erythrozyteneisen-Umsatz,
wobei fur gestorte Hb-Bilanzen die Erganzung (59)
beriicksichtigt wurde. Der Erythrozyteneisen-Umsatz wird dann
in die Gleichung (29) und (49) eingesetzt, wodurch man die
Grosse des Pools Va und des Pools Vg erhdlt. Mit Gleichung (53)
hat man den Eisenabstrom ins RES EA errechnet, der zusammen
mit dem Plasmaeisenumsatz in der Formel (61) die Errechnung
des Eisenabstroms ins Knochenmark AK erlaubt. Gleichung (62)
liefert schliesslich den Eisenriickstrom vom Knochenmark.

AK =PEU-EA (61)
ER = AK - EEU (62)

Diese Methode hat sich uns sehr bewahrt. Es gelang auf diese
Weise auch bei dlteren Untersuchungen, Einblicke in Verande-
rungen des Eisenstoffwechsels zu gewinnen, die durch Auswer-
tung nach HUFF et al. [112] nicht mdglich waren. Der bei der
Schéatzung nach Formel (8) auftretende Fehler féllt nicht so sehr
ins Gewicht, da auch in die Methode nach POLLYCOVE ein nicht
geringer Fehler eingeht. Alle Berechnungen fussen namlich auf
der chemischen Bestimmung des Plasmaeisens. Im Teil 11 wurde
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schon erldutert, dass der Plasmaeisenspiegel im Laufe eines Tages
erheblich schwankt, ebenso von Tag zu Tag, sodass seine Bestim-
mung immer nur ein Augenblicksbild erfasst. Es sei auch darauf
hingewiesen, dass die Methode der chemischen Bestimmung sehr
anfallig fur Fehler ist, sodass man auch auf die geschilderte Aus-
wertemethode zurtickgreifen wird, wenn nur unzuverléssige
Laborwerte fur den Plasmaeisenspiegel zur Verfugung stehen.

MESSTECHNIK

MESSUNG DER BLUTPROBEN.

51Cr hat eine Halbwertszeit von 27,8 Tagen. Es zerféllt durch Einfang eines
Elektrons der K-Schale und emittiert dabei 8% der Energie als g-Strahlung
von 0,32 MeV.

59Fe hat eine Halbwertszeit von 45 Tagen und ist ein Betastrahler mit nahezu
100 % g-Anteil. Die Hauptlinien seines g-Spektrums liegen bei 1,1 und 1,3
MeV.
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Zerfallsschemata von 5.Cr (li) und 9Fe (re).

gStrahlung lasst sich mit einer guten Ausbeute und ohne besondere
Préparation durch einen Scintillationszéhler messen. Der Kopf der ver-
wendeten Sonde besteht aus einem NalJ-Kristall, der mit Thallium aktiviert
ist. Der Kristall, der mit einer Bohrung von 17 mm @ und 45 mm Tiefe
versehen ist, nimmt die Messprobe mit einer Messgeometrie von nahezu 4 p
auf. Die Spektralsonde P 20 B () liefert Impulse, deren Spannung pro-
portional zur Energie der ausldsenden g-Quanten ist. Ihre Bleiabschirmung
hat eine Dicke von 70 mm. Die Impulse werden im Linearverstarker des

(*) Instrumente von Tracerlab Inc.
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Impulshéhenanalysators RL1-4 (*) verstarkt. Fir die simultane Messung von
51Cr und 5°%Fe wurde ein zweiter Kanal eingebaut. Die obere und untere
Schwelle der Kandle kann beliebig zwischen 0 und 100 Volt festgelegt
werden. Die Genauigkeit und Konstanz der Einstellung ist umso besser, je
mehr die Spektren gespreizt werden. Die Spreizung flir 5Fe ist optimal, wenn
die 1,3 MeV-Linie gerade bei 100 Volt auslduft, was durch entsprechende
Einstellung der Verstarkung leicht erreicht werden kann. An die Ausgange
der beiden Kandle sind ein Superscaler (*) und ein Tracermatic ) als Zahl-
gerdte angeschlossen.

ity
Fe- KANAL 3
R
s
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=) A5/
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51Cr- (oben) und %°Fe- (unten) g-Spektren. Die zur
simultanen Messung gewéhlten Kanalhéhen und Ka
nalbreiten sind eingezeichnet.

Zur Einstellung der richtigen Verstarkung und zur Wahl der
optimalen Kanalh6hen und -breiten hat sich folgende
Anordnung bewéhrt.

(*) Instrumente von Tracerlab Inc.
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An den Ratemeter des Superscalers wird ein Linienschreiber ange-
schlossen und auf eine Vorschubgeschwindigkeit von 1200 mm/h eingestellt.
Am Ratemeter wird eine Zeitkonstante von 2,5 sec. gewahlt. In die Bohrloch-
sonde wird eine Probe gestellt, die soviele Impulse liefert, dass man bei einer
Kanalbreite von 3 Volt noch 103 — 104 Impulse pro min. am hochsten Gipfel
des Spektrums erhélt. Dann werden Zahler und Schreiber gestartet und
synchron zum Minutenzéhlwerk die Kanalhthe so verstellt, dass man mit
jeder zehntel Minute um ein Volt weiterdreht. Auf diese Weise erhélt man in
10 min ein 59Fe-g-Spektrum und in 3-4 min. ein 51Cr-g-Spektrum, die auf dem
Schreiber 20 cm bzw. 6-8 cm einnehmen.

KRI- SEKUNDARELEKTRONEN- B STABILISATOR Hochspannungs-
__________________
STALL VERVIELFACHER T erzeugung
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Blockschaltbild der Messapparatur.

Mit dieser schnellen Methode kénnen im Routinebetrieb in
kirzeren Abstanden die Lagen der Spektren Uberpruft und immer
die optimalen Kanalh6hen und —breiten eingestellt werden.

Wie aus Abb. 14 ersichtlich, lasst sich fiir 59Fe eine Kanaleinstellung
wahlen, die eine hohe Messausbeute ohne Einstreuung der 5.Cr-Aktivitat
gestattet. In dem Bereich, aus dem der 5:Cr-Gipfel herausgeblendet wird, liegt
aber ein Teil der 5°Fe-Aktivitat. Deshalb muss bei jeder Messserie eine reine
59Fe-Probe mitgezahlt werden, um zu ermitteln, wieviel Prozent der auf dem
Fe-Kanal gezahlten Impulse im Cr-Kanal mitgezahlt werden. Mit Hilfe dieses
Wertes wird flr jede Messprobe, die beide Radionuklide enthélt, errechnet,
wieviele der im Cr-Kanal angezeigten Impulse auf das 5°Fe entfallen. Diese in
den 51Cr-.Kanal eingestreuten 5°Fe-Impulse werden zusammen mit dem Null-
effekt von der angezeigten Impulsrate abgezogen, um die Netto-5.Cr-Impuls-
rate zu erhalten. Bei unserer Einstellung erscheinen ca. 25-30 % der 5%Fe-
Impulse zusétzlich im Cr-Kanal.

Die Messproben werden in Glaschen gefiillt, die 11 mm lichte Weite und
65 mm Hohe besitzen und durch einen Aluminium-Schraubdeckel ver-
schlossen werden. Der Deckel besitzt unter dem Korkplattchen eine
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Eisenblecheinlage, damit er vom Magneten des Probenwechslers gegriffen
werden kann. Dieser Probenwechsler Autowell () kann 50 Proben aufneh-
men. And die beiden Zahlgerate sind zwei Zeitdrucker Tracergraph (*) ange-
schlossen, die auf eine hundertstel Minute genau die Zeit drucken, die zum
Erreichen einer vorgewdhlten Impulszahl bendtigt wurde, und die Nummer
der Messprobe. Die Probe wird erst gewechselt, wenn beide Zahler die vorge-
wahlte Impulszahl erreicht haben (Abb. 15).

Es wurde immer mit einer Impulsvorwahl von 1000 Impulsen gearbeitet
und jede Probe dreifach gemessen. Die Verdiinnung der Standardldsungen ist
so gewadhlt, dass die Impulsraten unter 1000 pro min. liegen. Der Hauptgrund
fur diese Massnahme ist die Verschiebung der Comptonkante bei verschie-
dener 59Fe-Prdparate-Starke und damit die Abhéngigkeit des Prozentsatzes
59Fe, der im Cr-Kanal mitgezahlt wird, von der Impulsrate der Probe.

Die geschilderten Massnahmen erlauben es, nur 0,1 ml Blut
zur Messung zu verwenden, das in ca. 0,9 ml aqua dest. einge-
blasen wird. Das Wasser erlaubt ein Spiilen de Pipette und durch
die eintretende Hamolyse erreicht man eine gleichmaéssige Vertei-
lung und damit die gleiche Messgeometrie wie beim Standard.
Die Netto-Impulsraten, also nach Abzug des Nulleffektes, liegen
beim 59Fe beim ca. 2 fachen des Nulleffektes (ca. 27 1/min.) und
beim 51Cr beim ca. 3-5 fachen des Nulleffektes (ca. 18 1/min.).

Da die Entnahme von 0,1 ml Blut aus dem Ohrldppchen oder
der Fingerbeere von angelerntem medizinisch-technischem Hilfs-
personal vorgenommen werden kann, ist das eine wesentliche
Erleichterung und ein Schritt zur Entwicklung der Erythrokine-
tics zur Routine-Methode. Nicht zu Ubersehen ist auch die Entla-
stung fir den Patienten. Besonders am Tag der Markierung war
es friher zur Ermittlung der Plasmaeisen-Verschwindensraten-
(konstante) notig, entweder eine Verweilkanille zu legen oder
mindestens 6 einzelne Venenpunktionen vorzunehmen.

Zur Ermittlung der 5°Fe-Konzentration im Plasma einige Tage nach der
Injektion war es wiinschenswert, eine grossere Menge als 1 ml zu messen, um
wenigstens die untere Grenze des Messbaren noch zu erreichen (ca. 10 % des
Nulleffektes). Je héher aber die Fillung des Bohrloches reicht, umso mehr
nimmt die Messgeometrie vom idealen 4p-Wert ab. Fir ein Teilchen am
oberen Niveau des Bohrloches betragt sie nur noch 2p. Es wurde daher
durch eine Messreihe die Messgeometrie fiir eine Fillung der Messglaschen
von 0,1 — 5,0 ml aufgestellt. In 50 Gldschen wurde ungefahr 0,1 ml einer
aktiven Losung einpipettiert. Nach Messung der Aktivitat wurden in Schritten

()Instrumente von Tracerlab Inc.
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von 0,1 ml in die Glaschen 0 — 5 ml aqua dest. einpipettiert. Danach wurde
wieder die Aktivitdt gemessen. Das Ergebnis zeigt die Abb. 16.

Die durch diese Messreihe ermittelte Kurve gestattet fir jede Fillung des
Messglaschens eine Korrektur der gemessenen Impulsrate I auf die reale
Impulsrate Ir [Gleichung (63)].

17 100
R~ Messausbeute [%]

I (63)

I; =reale Impulsausbeute
I = gemassene Impulsrate.

00
—L:m.-.'-.-_-* i
e - & ‘_\_‘\."'ll
S0 e .:“h'\._
P e\‘.
2 &0 . .‘k':\- .
2 .
2 £
A .
e 70
= "
o8
60
50 T T T T 1
0 1 2 3 4 5 =}
gr Fullung
ABB. 16

Abhéngigkeit der Messausbeute von der Fiillung
des Messglaschens.

MESSUNG DES SAMMELURINS.

Die Schwierigkeiten der Plasmamessung wurden dann durch
die Gabe von Desferrioxamin umgangen. Es ist nun wiinschen-
swert, die Dosis von Desferrioxamin maoglichst klein zu halten,
um den Eingriff in den Eisenstoffwechsel auf ein Minimum zu
senken. Dieses Ziel kann man durch Messung grosser Volumina
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erreichen, die bei 24-Stunden-Sammelurin miihelos zu beschaffen

sind.
Fur die Messung dieser Menge wurde die Bohrlochsonde FH 488 () in

der Bleikammer FH 412 (*) benutzt. Der Kristall der Sonde hat 60 mm Hohe
und 65 mm @ und ein Bohrloch von 14 mm @ und 40 mm Tiefe. Uber
diesen Kiristall kann ein RinggefalR gestiilpt werden mit 158 mm Héhe und
130 mm @ und einem Fassungsvermdgen von 1,2 Liter. Die Bleiabschirmung
misst 105 mm. Die Sonde wurde ber ein FH 258 - Spektrometer (*) an ein
FH 49 - Zahlgerat (*) angeschlossen. Die Einstellung der Verstarkung und die
Feststellung des Messkanals geschieht nach der oben angefilhrten Methode.
Erleichternd ist hier, dass im FH 58 ein Synchronmotor die Kanalhthe mit
vorwahlbarer Geschwindigkeit durchdreht. Da nur eine Kanalbreite von 30
Volt zur Verfiigung steht bei einer Messung des Differentialspektrums, wurde
zur Messung des 59Fe mit der Kanalhthe nur die untere Grenze festgelegt
und durch Umschalten auf Integralmessung zwischen dieser Grenze und 100

Volt gemessen.
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Messreihe 1 zur Ermittlung der Messgeometrie der Sonde FH 488.

In zwei Messreihen wurde zundchst die Messgeometrie der Sonde fest-
gelegt. Eine bestimmte Menge 5°Fe und 5:Cr wurde in 100 ml aqua dest.
gemessen und dann in Etappen mit aqua dest. auf 1100 ml aufgefiillt und bei
jeder Etappe nach griindlichem Vermischen die Impulsrate gemessen. Um

() Instrumente von Fa. Friesecke und Hoepfner.
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eine Kontamination des Plastikbeutels zu vermeiden, mit dem das Ringgeféass
ausgekleidet ist, wurde mit Zusatz von FeCl; und K CrO4 (wenige Milli-
gramm) als Trager gearbeitet. Die Abb. 17 zeigt das Ergebnis der Messreihe.
Die Abb. 18 zeigt das Ergebnis einer zweiten Messreihe, bei der die radioak-
tive Lésung in Etappen zugegeben wurde. Bestimmt man die Steigung dieser
Kurve in jedem Messpunkt und trégt sie gegen die Fullung auf, erhélt man
wieder denselben Trend wie beim vorhergehenden Versuch.
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ABB. 18 ABB. 19
Messreihe 2 zur Ermittlung der Messgeo Messreihe 3 zur Ermittlung der
metrie der Sonde FH 488. Kreise: Steigung Messgeometrie der Sonde FH 488.
der Kurve in jedem Messpunkt. Ordinate: Impulsausbeute bei Mes-

sung im Ringgeféss (1 Liter). Abs-
zisse: Theoretisch zu erwartende
Impulsrate  von 1ml derselben
Ldsung bei Messung im Bohrloch.

Als 2. Versuch wurde die Empfindlichkeit mit der Bohrloch-Messung
verglichen. 1 ml einer Standardlésung wurde im Bohrloch gemessen. Danach
wurden verschiedene Mengen dieser Standardlésung auf 1 Liter verdiinnt und
im Ringgefdss gemessen. Die Abb. 19 zeigt die erhaltene Impulsrate, aufge-
tragen gegen die Aktivitdt, die 1 ml der Verdlinnung theoretisch im Bohrloch
ergeben misste. (Berechnet aus der Messung von 1 ml Standard im Bohrloch
und dem Verdinnungsfaktor im Ringgefass).

Zusammengefasst haben diese drei Messreihen folgendes Ergebnis. Mit
Hilfe des Ringgeféasses lassen sich in grossen Volumina geringe Aktivitdten
messen, die im Bohrloch weit unter der Nachweisgrenze liegen. Ein Vergleich
der beiden Messmethoden zeigt eine befriedigende Linearitdt tber eine
Zehnerpotenz im interessierenden Messbereich. Es empfiehlt sich bei der
Messung im Ringgefass immer die gleiche, mdglichst genau eingefiillte Volu-
mina zu messen, wobei die Kapazitdt des Ringgefasses (ca. 1 Liter) voll
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ausgenutzt werden sollte.

OBERFLACHENMESSUNG.

Eine Messung der Impulsraten inkorporierter Radionuklide von aussen
ist natlirlich nur bei g-Strahlern moglich, deren Energie ausreicht, das
Gewebe zu durchdringen; ausserdem ist noch die Streustrahlung energie-
reicher Betastrahler zu erfassen, wenn sie nahe der Hautoberflache liegen und
die Vernichtungsstrahlung von Positronen-Strahlern. Dieser Gesichtspunkt
war bei der Auswahl von 5:Cr und 5°Fe als Radionuklide in der hdmatolo-
gischen Diagnostik nicht unmassgeblich.

Bei der Oberflachenmessung sind drei Methoden zu unterscheiden. Die
Gesamt-Korper-Messung, das « Scannen » und die Messung einzelner
Organe.

Es wird viel nach einer Markierungsmethode gesucht, die dhnlich dem
DFP-32 (Diisopropyl-fluoro 32 phosphat), sofort nach Zerstérung des
Héamoglobin-Molekiils ausgeschieden wird und gleichzeitig die Verwendung
eines g-Strahlers gestattet. Dann namlich ware es moglich, durch Ganzkor-
permessung ohne zahlreiche Blutentnahmen die Erythrozyten-Lebenszeit zu
messen. Gegen die Entwicklung und Anwendung dieser Methode durften
zwei Grinde sprechen. Die 51Cr-Ery-Vita allein ist eine etwas kargliche
Information und bei der simultanen Anwendung von 5¢Fe kann man auf die
Blutentnahmen nicht verzichten. Wie schon oben erldutert, gestattet
ausserdem gerade die Eigenschaft eines Indikators, nach Abbau des Hb-
Molekiils eine gewisse Zeit am Ort des Abbaus zu verweilen, bei der
Verwendung von 51Cr und %Fe durch Oberflichenmessen wertvolle
Informationen.

Das von HUFF et al. vorgeschlagene Scannen hat selbst bei einer
Beschrankung auf 50 (ber die Kdrperoberflache gleichmassig verteilte Mess-
punkte den erheblichen Nachteil eines grossen Zeitaufwandes [110]. Wenn
diese Methode vielleicht auch noch die beste semiquantitative Aussage
gestattet, so lohnt das doch nicht ihren Einsatz in der Routinediagnostik.

Die Einzelmessung hdmatologisch wichtiger Organe hat sich
weitgehend durchgesetzt. Da die Messung tiber 3 Wochen fortge-
setzt wird, durfen Fehler in der Lokalisation der Messsonde das
Messergebnis nur geringfligig beeinflussen. Daher verwenden
wird eine Sonde mit weitwinkliger Kollimation. Der Kollimator
ist ein Blei-Zylinder von 72 mm Offnung und 35 mm Dicke, in
dem die Sonde etwa 25 mm zuriickgezogen ist. Die Festlegung
der 51Cr- und >°Fe-Spektren und die weitere Einstellung der Ap-
paratur erfolgt wie oben fiir die Bohrloch-Messsonde beschrie-
ben. Die Lokalisation erfolgt tber Leber, Milz, Herz und
Kreuzbein. Bei der Lokalisation tber Leber und Milz werden
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auch das RES und das erythropoetische Knochenmark der
Rippen miterfasst (BusH et al. [28]). Wir messen (ber dem
Herzen, um durch Kurvenvergleich den Einfluss der Rippen
erkennen und eliminieren zu kénnen (dabei wird die Sonde links
vom Sternum lokalisiert). Das Kreuzbein messen wir als Repra-
sentanten des roten Knochenmarks, weil wir hier die grosste
Dichte von Mark unter der Flache der Messsonde erhalten und
gleichzeitig der Einfluss der anderen Organe sehr niedrig ist.

Zur simultanen Messung von 51Cr und 5¢Fe ohne Differentialdiskrimina-
tor wurde empfohlen, den energiedrmeren Strahler (also hier das 5:Cr) mit
einem Bleifilter abzuschwéchen (CROOK and SzUR [37], VETTER und VEALL
[196]). Angenommen, der Durchlass des Bleifilters fiir 5°Fe sei F; (als
Fraktion von 1) und der fiir 51Cr F, die Impulsrate ohne Filter No und die
mit Bleifilter Np,, dann gelten die beiden Gleichungen (64) und (65). Sind No
und Npy sowie F; und F, bekannt, errechnen sich die Impulsraten des 5°Fe
und des 51Cr aus den Gleichungen (66) und (67).

NO :IFe +|Cr (64)
Npp =1 " R+l " F (65)
No, +N, " F
=B 2 (66)
F-F
le =Ng - I, (67)

Diese Methode haben wir auch erprobt, als wir gleichzeitig Sonden Uber
allen vier Messstellen lokalisierten, wofiir uns keine Spektralsonden zur
Verfligung standen. Wir verwendeten ein 4 mm starkes Bleifilter. F1 betrug
0,68, F, 0,08. Es zeigt sich aber, dass der Rechenaufwand fiir eine
Routinemethode unzumutbar ist.

Die Impulsrate, die iber einem Organ gemessen wird, setzt
sich zusammen aus der Impulsrate, die das Organparenchym
netto enthdlt, und der Impulsrate, die im Blut enthalten ist, das
durch das Organ stromt. Kurz nach Injektion des Tracers, wenn
er sich gleichméssig verteilt hat, ist die Nettoimpulsrate noch
gleich Null; man misst also die Tara-Aktivitat. Bei Radionukliden,
die das Blut sehr schnell verlassen, wie z.B. das °Fe, trdgt man
die Mess-Werte der ersten Stunden halblogarithmisch auf, extra-
poliert nach to und kann so die Tara-Aktivitat k bestimmen. Auf
dieselbe Weise hat man auch die Konzentration des Indikators im
Blut zur Zeit to Cg ermittelt. Die Konzentration zur Messzeit t

im Blut Cg, wird benutzt, um die Taraaktivitat I der Messzeit t
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zu ermitteln [Gleichungen (68) und (69)]. Die Nettoimpulsrate |
des Organs erhdlt man, indem man die Tara-Impulsrate von der
Brutto-Impulsrate lges abzieht [Gleichung (70)].

I 1, =Cg, < Cy, (68)

0

C
. “Bl, (69)

t t
" Gy,

=l - 1y Lo (70)
CBIO

Die Interpretation von Oberflaichenmessungen, ihre Anwendung in der
Differentialdiagnose hdmolytischer Erkrankungen ist schon ausfihrlich
beschrieben und diskutiert worden von zahlreichen Autoren, weshalb im
Rahmen dieser Arbeit nicht naher darauf eingegangen werden soll.

Um die Leistungsfahigkeit der Methode zu demonstrieren,
soll hier nur ein Beispiel erldutert werden (s. Abb. 20). Wenden
wir uns zundchst der Kurve der 51Cr-Aktivitat tber den Organen
zu. Der Anstieg der Impulsrate tber der Milz ist wesentlich steiler
als der iber den tbrigen Organen, deren Aktivitatskurven nahezu
parallel verlaufen. Die ldentitat der Herz- und Leber-Kurve mit
der des Knochenmarks (Kreuzbein) zeigt den Einfluss der
Rippen auf die Messung dieser Organe.

Bei der Betrachtung des 5°Fe-Aktivitatskurve féllt zundchst
der Inkorporationsgipfel des Knochenmarks ins Auge. Sein An-
stieg entspricht der °Fe-Aufnahme des labilen Eisen-Pools und
dann der Erythroblasten. Sein Abfall geht komplementér zum
Anstieg der Aktivitat in den Erythrozyten (Utilisationskurve).

An diesem Fall kann nun ein relativ seltenes Phdnomen beob-
achtet werden. Die Utilisationskurve zeigt in ihrem Verlauf eine
deutliche Senke, deren tiefster Punkt ungefahr beim 11. Tag nach
Fe-Injektion liegt. Das deutet darauf hin, dass zu diesem Zeit-
punkt die erste Generation der kurzlebigen Erythrozyten das
Ende ihrer Lebenszeit erreicht hat und eine zweite Utilisation
erfolgt. Da die max. Utilisation stark verringert ist, verréat sich die
Reutilisation durch eine Senke in der Utilisationskurve. Diese
Annahme wird durch die Beobachtung gestitzt, dass die >°Fe-
Aktivitat Gber dem Knochenmark am 13. Tag einen zweiten
Inkorporationsgipfel zeigt, der natirlich nicht mehr die Hohe des
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ersten erreicht. Der zum Knochenmark weitgehend parallele
Verlauf der Herzkurve riihrt wieder vom Einfluss der Rippen her.
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ABB. 20

Verlauf der %9Fe- und 5!Cr-Netto-Aktivitat (ber

Knochenmark (os sacrum), Leber, Milz und Herz und

Utilisationskurve des Patienten He. Diagnose: Fam.

hédmolytischer Ikterus. Umax = 50 %. Normbereich
schraffiert.

Zieht man von der Milz- und der Leber-Kurve die Herzkurve ab,
so bleibt ein Anstieg tiber beiden Organen, wobei die Milzkurve
etwas starker als die Leber-Kurve ansteigt. Da hier die
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erythroklastische  Tétigkeit der Milz das Krankheitshbild
beherrscht, wurde von erythrokinetischer Seite die Splenektomie
als erfolgversprechende symptomatische Therapie beftirwortet.

STRAHLENDOSIMETRISCHER ANHANG

Da die maximal zuldssige Menge von 51Cr im menschlichen Kdrper nach
dem I.C.R.P.-Bericht von 1955 600 uC bei kontinuierlicher Exposition betragt
(VETTER und VEALL [196]), ist die Anwendung der kleinen Menge von 25 uC
bei der Blutvolumen-Bestimmung, aber auch von 100 puC zur Ermittlung der
51Cr-.Ery-Vita, relativ unbedenklich. Auch wiederholte Blutvolumen-Bestim-
mungen in kurzen Abstdnden sind ohne jede Geféhrdung des Patienten
maglich.

Etwas kritischer ist die Anwendung von 5%Fe. Seine zuldssige Gesamt-
korperkonzentration bei kontinuierlicher Exposition betragt 13 pC. Bei
Anwendung von 20 uC dirfte aber die Gesamtdosis 1,5 rad (liber 9 Wochen
verteilt) nicht berschreiten (VETTER und VEALL [196]).

Bei einer erythrokinetischen Untersuchung wird man dieselben Kriterien
anlegen wie bei einer diagnostischen Applikation von Roéntgen-Strahlen im
Abdominalbereich. Vor allem wir man bei weiblichen Personen im fortpflan-
zungsfahigen Alter immer eine mogliche Schwangerschaft vor Beginn der
Untersuchung ausschliessen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der Arbeit ist es, die erythrokinetische Untersuchung mit 5:Cr und
59Fe zu einer Routine-Methode zu vereinfachen, die grosstmdgliche
Informationen liefert. Dabei wurden folgende neue Methoden entwickelt:

1. Eine Blutvolumen-Bestimmungsschnellmethode mit 5:Cr-Erythro-
zyten auf lonenaustauscher-Basis gestattet die Verwendung patienteneigener
Erythrozyten und bendtigt von der Entnahme bis zur Reinjektion des Blutes
ca. 10 Minuten.

2. Die langsame Ratenkonstante und die sehr niedrige spezifische Aktivi-
tat des Plasmaeisens einige Tage nach 9Fe-Injektion werden im 24-Stunden-
Sammelurin nach i.V.-Injektion eines eiseneliminierenden Praparates (Desfer-
rioxamin) gemessen.

3. Eine Gleichung, die die Utilisationskurve optimal beschreibt, gestattet
nicht nur die Ermittlung der Gblichen Ratenkonstanten, sondern erstmalig die
Bestimmung des Erythroblasten-Eisen-Pools mit einer Routinemethode. Sie
ermdglicht mit der 51Cr-Ery-Vita die Auswertung alterer Untersuchungen
nach den neuen Gesichtspunkten. Pathologische Abweichungen des Eisen-
stoffwechsels werden durch entsprechende Gleichungen berticksichtigt.

4. Durch Verbesserung der Messmethodik kénnen wir uns meist mit
einer Blutentnahme von jeweils nur 0,1 ml begniigen.
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AUSFUHRLICHE ZUSAMMENFASSUNG

Theoretische und methodische Fortschritte in der nuklearmedizinischen
Hamatologie.

TEIL I: Blutvolumen- und Ery-Vita-Bestimmung
mit **Cr-markierten Erythrozyten.

Nach kurzer Besprechung der Methodik der Blutvolumen-Bestimmung im
allgemeinen und der herkémmlichen Technik unter VVerwendung von 5tCr-Erythro-
zyten sowie der homologen Schnellmethode mit markierter Blutkonserve im
besonderen wird die Entwicklung einer autologen Schnellmethode geschildert. Sie
arbeitet auf lonenaustauscherbasis und gestattet die Markierung patienteneigener
Erythrozyten innerhalb von ca. 10 Minuten.

Im Abschnitt tGber die Ermittlung der 51Cr-Ery-Vita werden Befunde erwéhnt,
die fur eine mit ihrem Alter zunehmende Cr-Aufnahme der Erythrozyten sprechen.
Diese aus durch Zentrifugieren gewonnenen Erythrozyten verschiedenen Alters
erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die besondere Form der 5:Cr-Vita-Kurve nicht
oder nur zum Teil auf eine « Cr-Elution » zuriickzufiihren ist. Verschiene Methoden
zur Umrechnung der S!Cr-Vita in mittlere Erythrozyten-Lebenszeit und ihre
Problematik werden diskutiert.

TEeIL 11: Eisenstoffwechsel und Ferrokinetics.

Es werden die Bedeutung des Modells von PoLLycove fiir die Untersuchung
des Eisenstoffwechsels mit 9Fe und die Schwierigkeiten bei der Ermittlung der
notigen Messwerte geschildert. Deshalb messen wir die langsame Ratenkonstante und
die sehr geringe spezifische Aktivitdt des Plasmaeisens einige Tage nach S°Fe-
Injektion im 24-Stunden-Sammelurin nach i.v.-Injektion eines eiseneliminierenden
Praparates (Desferrioxamin).

Die Utilisationskurve wird durch eine Gleichung beschrieben, die nicht nur die
Messung der (blichen Ratenkonstanten gestattet, sondern auch die Bestimmung des
Erythroblasten-Eisen-Pools mit einer Routine-Methode.

Es werden Gleichungen angegeben, die den Einfluss der Eisenabwanderung in
das RES in besonderen Féllen beriicksichtigen sowie die Tatsache, dass die Form der
Utilisationskurve bei starker Hamolyse nicht von der Produktion, sondern vom
Abbau der Erythrozyten bestimmt wird.

TEIL I11: Praxis der Erythrokinetics und Messtechnik.

Ausser der Erythrokinetic-Methode, die 5!Cr-Erythrozyten und 5°Fe simultan
verwendet, wird ein Verfahren beschrieben, das die Auswertung é&lterer
Untersuchungen ohne Kenntnis der spezifischen Aktivitdt des Plasmaeisens einige
Tage nach %Fe-Injektion mit Hilfe der Utilisationskurve nach den Gesichtspunkten
des Modells von POLLYCOVE gestattet.

Die Messmethodik wurde so verbessert, dass wir uns meist mit einer
Blutentnahme von jeweils nur 0,1 ml begnigen kénnen. Es wird der Vorteil der
Messung geringer spezifischer Aktivitat im Sammelurin demonstriert. Als Beispiel fur
die Anwendung der Simultan-Oberflaichenmessung werden interessante Befunde bei
einem Fall von familidrem hamolytischen Ikterus geschildert.



SUMMARY

Theoretical and methodological progresses of Nuclear Medicine in
Hematology.

PART I: Blood volume and determination of red cell life span
with **Cr-labelled erythrocytes.

After a short discussion about the methods of the blood volume determination
and the conventional methods using 5!Cr-erythrocytes as well as the homologous
rapid method with labelled preserved blood, the development of an autologous rapid
method is described. The latter is based upon an ion exchanger and makes it possible
to label the patient's own erythrocytes in approximately ten minutes.

The section discussing the determination of ®!Cr-ery-vita data indicates the
importance of an increased Cr-uptake of aging erythrocytes. The data obtained from
centrifuges erythrocytes of different ages display a specific shape 5.Cr-vita-curva
which is only partly explained by a « 51Cr-elution ». Different methods of converting
the 5ICr-vitas in the erythrocyte's mid life cycle and the nature of these curves are
discussed.

PART I1I: Iron metabolism and ferrokinetics.

This report discusses the importance of the model of PoLLycove for the
investigation of iron metabolism with 5%Fe. The difficulties encountered in
determination of values are discussed. The slow disappearance rate and the very low
specific activity of the plasma iron was therefore determined a few days following the
injection of %9Fe in a 24 hour sample of urine subsequent to a n i. v. injection of an
iron eliminating substance (desferrioxamine).

The curve of utilization is described by an equation which not only permits
measurement of the conventional disappearance rate but also the determination of
the iron pool of erythroblasts by a routine method.

The formulated equations consider the influence of the migration of iron into
the RES as well as the fact that — when a strong hemolysis is present — the curve is
dependent upon destruction, not production, of erythrocytes.

PART I11: Study and determination of erythrokinetics.

A procedure for the study of erythrokinetics simultaneously using 5!Cr-
erythrocytes and %°Fe is discussed. A method is presented, which permits the analysis
of previous information which is obtained without knowledge of the plasma iron
specific activity. This was accomplished with the aid of the utilization curve according
to the model of POLLYCOVE.

By improving the method of measurement, only 0.1 ml of blood was required.
The advantage of the measurement of low specific activities in urine is demonstrated.
Interesting results of a familial hemolytic jaundice are given as an example of the
simultaneous surface measurement.



RESUME

Le progrés théorétiques et méthodologiques de I'hématologie nucléaire.

PREMIERE PARTIE: Détermination du volume sanguin
et de la *'Cr-vita des hématies.

Apreés avoir parlé de la méthode pour déduire le volume sanguin total en général
et de la technique traditionnelle en employant des 5!Cr-hématies ainsi que de la
méthode rapide homologue avec conserve du sang marquée en particulier, on décrit
le développement d'une nouvelle méthode rapide.

Celle-ci fonctionne au moyen d'échange d'ions et permet de marquer les
hématies du sujet & examiner dans 10 minutes environ.

Dans la partie traitant la recherche de la 5!Cr-vita des hématies nous faisons
mention de résultats parlant en faveur d'incorporation globulaire du 5!Cr augmenté
selon I'4ge avancé des hématies. Ces résultats que nous avons trouvés par I'épreuve
d'hématies d'ages divers obtenues par centrifugation montrent que la forme spéciale
de la courbe de 51Cr-vita ne peut pas étre attribuée — ou ne s'attribue qu'en partie — &
une « 5LCr-elution ».

Des méthodes diverses pour convertir la S.Cr-vita dans une durée de vie
moyenne des hémaies et leurs questions problématiques sont discutées.

DEUXIEME PARTIE: Métabolisme du fer et ferrokinétique.

Nous avons décrit l'importance du modéle de PoLLycove pour l'étude du
métabolisme du fer avec %9Fe et les difficultés d'aboutir aux données de mesure
indispensables. Pour cette raison nous mesurons la constante de la deuxiéme partie
de la courbe de décroissance de la radioactivité plasmatique et la radioactivité
spécifique tres basse du fer plasmatique quelques jour aprés l'injection de Fe dans
I'urine recueillie dans 24 heures aprés i.v.-injection d'une préparation éliminant le fer
(Desferrioxamineg).

La courbe de l'utilisation globulaire du fer se décrit par une équation que ne
permet pas seulement de mesurer la constante exponentielle usuelle mais aussi de
fixer le pool erythroblastique du fer par méthode routiniére.

Nous donnons des équations qui rendent compte de l'influence du mouvement
du fer dans le RES dans des cas particuliers ainsi que du fait que la forme de la
courbe d'utilisation ne se détermine pas— dans le cas d'hémolyse forte — par la
production mais par la destruction des hématies.

TROISIEME PARTIE: Application pratique de I'erythrocinetique
et technique de la mésuration.

A cbté de la méthode erythrocinetique employant des SiCr-hématies et 9Fe
simultanément nous décrivons un procédé permettant I'exploration de recherches
précédents sans connaisance de I'activité spécifique du fer plasmatique quelques jours
aprés l'injection de 9Fe a l'aide de la courbe d'utilisation globulaire du fer selon les
points de vue modele de POLLYCOVE.

La méthode de mesurer a été tellement améliorée que, dans la plupart des cas,
nous pouvons nous contenter d'enlever seulement 0,1 ml de sang par chaque mesure.
On démontre l'avantage de mesurer des activités spécifique basses dans l'urine
recueillie. En tant qu'exemple pour I'emploi de la mesure simultanée de la sarface
nous décrivons des résultats intéressants observés dans un cas d'ictére hémolytique
familiére.



RIASSUNTO

Progressi teoretici e metodologici in ematologia con uso di radioisotopi.

NOTA I: Determinazione della massa sanguigna e della vita eritrocitaria
per mezzo di eritrociti marcati con **Cr.

Dopo breve discussione sulla metodica di determinazione della massa sanguigna
in generale, e sulla tecnica tradizionale con I'impiego di eritrociti marcati con 5!Cr e
sull'omologo metodo rapido con sangue conservato marcato in particolare, viene
descritto lo sviluppo di un metodo rapido autologo.

Esso si basa su di una reazione a tipo di scambio ionico e permette di marcare
eritrociti propri del paziente nel tempo di circa 10 minuti.

Nel capitolo sulla determinazione della vita eritrocitaria con 5ICr, si fa menzione
di reperti che parlano in favore di una assunzione con Cr degli eritrociti che va
crescendo con la loro eta.

Questi risultati ottenuti da eritrociti di diversa eta, ricavati mediante
centrifugazione, mostrano che la forma particolare della curva « vita eritrocitaria
51Cr » non risale o risale solo in parte ad una « eluzione del 51Cr ». Vengono discusso
metodi diversi per la conversione della vita eritrocitaria con 5.Cr in tempo medio di
vita eritrociti e la loro problematica.

NoOTA I1: Metaholismo del ferro e ferrocinetica.

Si discutono l'importanza del « modello di PoLLycove » per lo studio del
metabolismo del ferro con %9Fe e le difficoltd incontrate per ottenere i valori di
misurazione necessari.

Percid noi misuriamo le componenti lente della curva plasmatica e la
piccolissima attivita specifica del ferro plasmatico alcuni giorni dopo la iniezione di
9Fe in un campione di urina delle 24" dopo aver iniettato in vena un preparato
chelante del ferro (desferrioxamine).

La curva di utilizzazione viene descritta con una equazione che permette non
solo la misurazione delle usuali componenti lente della curva plasmatica, ma anche la
determinazione del pool labile eritropoietico con una metodica di routine.

Vengono enunciate delle equazioni che tengono conto dell'influsso della
migrazione del Fe nel S.R.E. in particolari casi, come pure del fatto che la forma della
curva di utilizzazione

NoTA I11: Utilizzazione della ferrocinetica e tecnica di determinazione.

Oltre al metodo della cinetica eritrocitaria con impiego contemporaneo di
eritrociti-s1Cr e di Fe, viene descritto un metodo che permette di utilizzare, alcuni
giorni dopo liniezione di *°Fe, dati precedentemente ottenuti senza conoscere
l'attivita specifica del ferro plasmatico. Cio € possibile con l'aiuto di una curva di
utilizzazione ottenuta secondo il modello di POLLYCOVE.

La tecnica di misurazione é stata migliorata, cosicché noi possiamo lavorare con
una quantita di sangue di soli 0,1 cc. Viene dimostrato il vantaggio di misurare nel
campione di urina una attivita specifica cosi piccola. Come esempio per l'impiego
della misurazione simultanea di superficie vengono descritti degli interessanti rilievi in
un caso di ittero emolitico familiare.
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